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(54) Title: DEVICE FOR THE MULTIPLICATION AND DETECTION OF NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG ZUR VERVTELFALTIGUNG UND ZUM NACHWEIS VON NUKLEINSAUREN 



^= (57) Abstract: The invention relates to a device for the multiplication and detection of nucleic acids, comprising a temperature 
controller and/or regulation unit, a reaction chamber, containing a substrate with a detection surface on which a substance library is 
= immobilised and an optical system, by means of which the temporal process of formation of deposit on the detection surface may 
^= be detected. The temperature in the reaction chamber may be controlled and/or regulated by means of the temperature controller 
and/or regulation unit. The invention further relates to a method for the amplification and qualitative and quantitative detection 
sss of nucleic acids in a sample, comprising the following steps: a) introduction of the sample into a reaction chamber, formed by a 
^= capillary gap between a chamber support and a microarray, whereby the microarray comprises a substrate with nucleic acid probes 
sSS arranged on array elements thereon, b) amplification of the nucleic acid for detection in the reaction chamber, by means of a cyclical 
== amplification reaction, c) detection of a hybridisation between the nucleic acid for detection and the nucleic acid probes immobilised 
on the substrate without removal from the reaction chamber of molecules which are not hybridized with the nucleic acids immobilised 
on the substrate. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von Nukleinsauren, um- 
fassend eine Temperatursteuerungs- und/oder Regeleinheit; eine Reaktionskammer, die einen Trager mit einer Detektionsflache 
enthalt, auf der eine Substanzbibliothek irrmobilisiert ist, wobei die Temperatur in der Reaktionskammer durch die Temperatursteu- 
erungs- und Regeleinheit steuerbar und/oder regelbar ist; und ein optisches System, mit dem der zeitliche Verlauf von Niederschlags- 
bildung auf der Detektionsflache detektierbar isL Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Amplification und zum 
qualitativen und quantitativen Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: (a) Einbringen der 
Probe in eine Reaktionskammer, die durch einen Kapillarspalt zwischen einem Kammertrager und einem Mikroarray gebildet ist, 
wobei der Mikroarray ein Substrat mit darauf auf Array-Elementen irrmobilisierten Nukleinsauresonden umfasst; (b) Amplifizieren 
der nachzuweisenden Nukleinsauren in der Reaktionskammer mittels einer zyklischen Amplifikationsreaktion; (c) Detektieren ei- 
ner Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden Nukleinsauren und den auf dem Substrat irrmobilisierten Nukleinsauresonden, 
ohne dass Molekiile aus der Reaktionskammer entfernt werden, die nicht mit den auf dem Substrat irrmobilisierten Nukleinsauren 
hybridisiert sind. 
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Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von Nukleinsauren 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur Vervielfaltigung von 
5 Nukleinsauren sowie zum Nachweis von spezifischen Wechselwirkungen zwischen 
molekularen Target- und Sondenmolekulen. 

Biomedizinische Tests basieren haufig auf dem Nachweis einer Wechselwirkung 
zwischen einem Molekul, das in bekannter Menge und Position vorhanden ist (der 

1 0 molekularen Sonde) und einem nachzuweisenden, unbekannten Molekul bzw. 
nachzuweisenden, unbekannten Molekulen (den molekularen Ziel- oder 
Targetmolekulen). Bei modernen Tests sind die Sonden in Form einer 
Substanzbibliothek auf Tragern, den so genannten Microarrays oder Mikroarrays 
oder Chips abgelegt, so dass eine Probe parallel an mehreren Sonden gleichzeitig 

1 5 analysiert werden kann (siehe z.B. D. J. Lockhart, E. A. Winzeler, Genomics, gene 
expression and DNA arrays; Nature 2000, 405, 827-836). Fur die Herstellung der 
Microarrays werden die Sonden dabei ublicherweise in vorgegebener Art und Weise 
auf einer geeigneten, beispielsweise in WO 00/12575 beschriebenen Matrix 
immobilisiert (siehe z.B. US 5,412,087, WO 98/36827) bzw. synthetisch erzeugt 

20 (siehe z.B. US 5,143,854). 

Der Nachweis einer Wechselwirkung zwischen der Sonde und dem Targetmolekiil 
erfolgt ublicherweise folgendermaBen: Nach der Fixierung der Sonde bzw. der 
Sonden in vorgegebener Art und Weise an einer bestimmten Matrix in Form eines 

25 Microarrays werden die Targets in einer Losung mit den Sonden in Kontakt gebracht 
und unter definierten Bedingungen inkubiert. Infolge der Inkubation findet zwischen 
Sonde und Target eine spezifische Wechselwirkung statt. Die dabei auftretende 
Bindung ist deutlich stabiler als die Bindung von Targetmolekulen an Sonden, die fur 
das Targetmolekiil nicht spezifisch sind. Zum Entfernen von Targetmolekulen, die 

30 nicht spezifisch gebunden worden sind, wird das System mit entsprechenden 
Losungen gewaschen oder erwarmt 
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Der Nachweis der spezifischen Wechselwirkung zwischen einem Target und seiner 
Sonde kann dann durch eine Vielzahl von Verfahren erfolgen, die in der Regel von 
der Art des Markers abhangen, der vor, wahrend oder nach der Wechselwirkung des 
5 Targetmolektils mit dem Mikroarray in Targetmolekiile eingebracht worden ist. 

Typischerweise handelt es sich bei solchen Markern um fluoreszierende Gruppen, so 
dass spezifische Target-Sonden-Wechselwirkungen mit hoher Ortsauflosung und im 
Vergleich zu anderen herkommlichen Nachweismethoden, vor allem 
massensensitiven Methoden, mit geringem Aufwand fluoreszenzoptisch ausgelesen 
10 werden konnen (A. Marshall, J. Hodgson, DNA chips: An array of possibilities, 
Nature Biotechnology 1998, 16, 27-31; G. Ramsay, DNA Chips: State of the art, 
Nature Biotechnology 1998, 16, 40-44). 

A.bhangig von der auf dem Mikroarray immobilisierten Substanzbibliothek und der 
1 5 chemischen Natur der Targetmolekiile konnen anhand dieses Testprinzips 

Wechselwirkungen zwischen Nukleinsauren und Nukleinsauren, zwischen Proteinen 
und Proteinen sowie zwischen Nukleinsauren und Proteinen untersucht werden (zur 
Ubersicht siehe F. Lottspeich, H. Zorbas, 1998, Bioanalytik, Spektrum 
Akademischer Verlag, Heidelberg/Berlin). 

20 

Als Substanzbibliotheken, die auf Microarrays oder Chips immobilisiert werden 
konnen, kommen dabei Antik6rper-Bibliotheken, Rezeptor-Bibliotheken, Peptid- 
Bibliotheken und Nukleins^ure-Bibliotheken in Frage. 

25 Die Nukleinsaure-BibUotheken nehmen die mit Abstand wichtigste Rolle ein. Es 
handelt sich dabei um Microarrays, auf denen Desoxyribonukleinsaure- (DNA) 
Molekule oder Ribonukleinsaure- (RNA) Molekiile immobilisiert sind. 



WO 2004/087951 PCT/EP2004/003532 



-3- 



Voraussetzung fur die Bindung eines beispielsweise mit einer Fluoreszenzgruppe 
markierten Targetmolekiils in Form eines DNA- oder RNA-MolekOls an eine 
Nukleinsauresonde des Microarrays ist, dass sowohl Targetmolekiil als auch 
Sondenmolekul in Form einer einzelstrangigen NukleinsSure vorliegen. Nur 
5 zwischen solchen Molekiilen kann eine effiziente und spezifische Hybridisierung 
stattfinden. Einzelstrangige Nukleinsaureziel- und Nukleinsauresondenmolekule 
erhalt man in der Regel durch Hitzedenaturierung und optimale Wahl von Para- 
metern wie Temperatur, Ionenstarke und Konzentration helixdestabilisierender 
Molekiile. Somit wird gewahrleistet, dass nur Sonden mit nahezu perfekt 
10 komplement&ren, d.h. einander entsprechenden Sequenzen mit der Zielsequenz 
gepaart bleiben (A.A. Leitch, T. Schwarzacher, D. Jackson, I. J. Leitch, 1994, In 
vitro Hybridisierung, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg/Berlin/Oxford). 

Ein typisches Beispiel fur die Verwendung von Mikroarrays in biologischen 
1 5 Testverfahren ist der Nachweis von Mikroorganismen in Proben in der 

biomedizinischen Diagnostik. Dabei macht man sich die Tatsache zunutze, dass die 
Gene fur ribosomale RNA (rRNA) ubiquitar verbreitet sind und fiber 
Sequenzabschnitte verfugen, die ftr die jeweilige Spezies charakteristisch sind. 
Diese Spezies-charakteristischen Sequenzen werden in Form von einzelstrangigen 
20 DNA-Oligonukleotiden auf ein Mikroarray aufgebracht. Die zu untersuchenden 
Target-DNA-M61ekule werden zunachst aus der zu untersuchenden Probe isoliert 
und mit Markern, beispielsweise fluoreszierenden Markern versehen. AnschlieBend 
werden die markierten Target-DNA-Molekiile in einer L5sung mit den auf dem 
Mikroarray aufgebrachten Sonden inkubiert, unspezifisch auflretende 
25 Wechselwirkungen werden durch entsprechende Waschschritte entfernt und 
spezifische Wechselwirkungen durch fluoreszenzoptische Auswertung 
nachgewiesen. Auf diese Art und Weise ist es moglich, mit einem einzigen Test in 
einer Probe gleichzeitig z.B. mehrere Mikroorganismen nachzuweisen. Die Anzahl 
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der nachweisbaren Mikroorganismen hangt bei diesem Testverfahren theoretisch nur 
von der Anzahl der spezifischen Sonden ab, die auf dem Mikroarray aufgebracht 
worden sind. 

5 Zur Detektion molekularer Wechselwirkungen mit Hilfe von Mikroarrays bzw. 
Sonden- Arrays auf festen Oberfl&chen sind eine Reihe von Methoden und 
technischen Systemen beschrieben, von denen einige auch kommerziell erhaltlich 
sind. 

1 0 Klassische Systeme zur Detektion molekularer Wechselwirkungen beruhen auf dem 
Vergleich der Fluoreszenzintensitaten spektral selektiv angeregter, mit Fluorophoren 
markierter Targetmolekiile. Fluoreszenz ist die Eigenschaft von bestimmten 
Molekulen, bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange selber Licht zu 
emittieren. Dabei ergibt sich ein charakteristisches Absorptions- und 

1 5 Emissionsverhalten. Bei der Analyse wird mit steigender markierter Molektildichte 
auf der funktionalisierten Oberflache, z.B. durch steigende Effizienz der molekularen 
Wechselwirkimg zwischen Target- und Sondenmolekulen, eine proportionate 
Zunahme des Fluoreszenzsignals angenommen. 

20 Die insbesondere quantitative Detektion von Fluoreszenzsignalen wird mit 

modifizierten Verfahren der Fluoreszenzmikroskopie vorgenommen. Dabei wird das 
Licht der Absorptionswellenlange von dem der Emissionswellenlange mittels Filter 
oder Dichroiten getrennt und das Messsignal mittels optischer Elemente wie 
Objektiven und Linsen auf geeignete Detektoren wie z.B. zweidimensionale CCD- 

25 Arrays bildgebend abgebildet. Die Analyse erfolgt im Allgemeinen durch digitale 
Bildverarbeitung. 
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Die bislang bekannten technischen Losungen unterscheiden sich hinsichtlich ihres 
optischen Aufbaus und der verwendeten Komponenten. Probleme und Limitationen 
solcher Aufbauten resultieren aus dem Signalrauschen (dem Hintergrund), das durch 
Effekte wie Bleichen und Quenching der verwendeten Farbstoffe, Autofluoreszenz 
5 der Medien, Assemblierungselemente und optischen Komponenten sowie 

Streuungen, Reflexionen und Fremdlicht im optischen Aufbau wesentlich bestimmt 
wird. 

Daraus resultiert ein hoher technischer Aufwand zum Aufbau hochsensitiver 
1 0 Fluoreszenz-Detektoren zum qualitativen und quantitativen Vergleich von Sonden- 
Arrays. Insbesondere zum Screening mit mittleren und hohen Durchsatzen sind 
spezieil angepasste Detektionssysteme erforderlich, die einen gewissen 
Automatisierungsgrad besitzen. 

1 5 Zur Optimierung von Standardepifluoreszenz- Aufbauten zum Auslesen molekularer 
Arrays sind CCD-basierte Detektoren bekannt, die zur Diskriminierung von 
optischen Effekten wie Streuung und Reflexionen die Anregung der Fluorophore im 
Dunkelfeld durch Auflicht oder Durchlicht realisieren (siehe z.B. C. E. Hooper et al. 5 
Quantitative Photon Imaging in the Life Sciences Using Intensified CCD Cameras, 

20 Journal of Bioluminescence and Chemiluminescence (1990), S. 337-344). Die 
Abbildung der Arrays erfolgt dabei entweder in einer Belichtung oder durch ein 
Rastern unter Verwendung von hoher auflosender Optik. Die Verwendung von 
multispektralen Belichtungsquellen ermoglicht einen relativ einfachen Zugang zu 
verschiedenen Fluorophoren durch die Verwendung verschiedener Anregungsfilter 

25 (-kombinationen). Nachteilig ist allerdings, dass Autofluoreszenz und system- 
bedingte optische Effekte wie die Beleuchtungshomogenitat tiber dem Array 
komplizierte Beleuchtungsoptiken und Filtersysteme erfordern. 
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Weitere Methoden zur quantitativen Detektion von Fluoreszenzsignalen basieren auf 
der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie. In einer typischen konfokalen Anordnung 
wird das Objekt in der Brennebene des Objektivs durch eine Punktlichtquelle 
beleuchtet Das vom Objekt zunickgestrahlte Licht wird durch einen Strahlteiler in 
5 Richtung eines optischen Punktlichtdetektors gespiegelt und nachgewiesen. 
Punktlichtquelle, Objekt und Punktlichtdetektor liegen dabei in exakt optisch 
konjugierten Ebenen. Daher wird Licht, das von aufierhalb der Brennebene stammt, 
nicht scharf am Detektor fokussiert und damit gar nicht erst registriert So werden 
Objektteile, die ober- oder unterhalb der Brennebene liegen, ausgeblendet. In dieser 
1 0 Eliminierung des storenden Streulichtanteils auBerhalb der Brennebene liegt der 
Vorteil der konfokalen Methode. Das Gesamtbild entsteht dadurch, dass der 
Lichtpunkt zeilenfonnig iiber das Objekt gefiihrt wird. Dies wird auch als Scannen 
bezeichnet. Die bei diesem Rastervorgang aufgenommenen Bilddatensatze werden 
nachtraglich zu einem 2D- bzw. 3D-Bild kombiniert. 

15 

Aufgabe der Scaneinheit ist es, den Lichtstrahl rasterformig iiber das unter dem 
Mikroskop befindliche Objekt zu bewegen. Dazu gibt es prinzipiell vier 
Moglichkeiten: 

20 a) Das Objekt wird auf einem beweglichen Tisch am ortsfesten Laser vorbeigefuhrt. 
Der Laser ist dabei in Ruhestellung. 

b) Das Objekt ist beweglich und wird am ortsfesten Laser vorbeigefuhrt. Auch 
hierbei ist der Laser in Ruhestellung. 

25 

c) Der bewegliche Laserstrahl wird am Objekt vorbeigefuhrt. Das Objekt ist dabei in 
Ruhestellung. 
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d) Der Laserstrahl wird in einer Achse, das Objekt in der anderen Achse bewegt. 

Beispielsweise in US 5,304,810 beschriebene konfokale Scanning-Systeme beruhen 
auf der Selektion der Fluoreszenzsignale entlang der optischen Achse mittels zweier 
5 Pinholes. Daraus ergibt sich ein hoher Justieraufwand der Proben bzw. die 

Etablierung eines leistungsfahigen Autofokussystems. Solche Systeme sind in der 
technischen Losung hochkomplex. Erforderliche Komponenten wie Laser, Pinholes, 
gegebenenfalls gekuhlte Detektoren wie z.B. PMT, Avalanche-Dioden oder CCD, 
komplexe hochgenaue mechanische Translationselemente und Optiken mussen mit 
10 erheblichem Aufwand aufeinander optimiert und integriert werden (siehe z.B. US 
5,459,325; US 5,192,980; US 5,834,758). Der Miniaturisierungsgrad und Preis ist 
durch die Vielzahl und Funktionalitat der Komponenten limitiert. 

Analysen basierend auf Sonden-Arrays werden zum derzeitigen Zeitpunkt in der 
1 5 Regel fluoreszenzoptisch ausgelesen (siehe z.B. A. Marshall und J. Hodgson, DNA 
Chips: An array of possibilities, Nature Biotechnology, 16, 1998, 27-31; G. Ramsay, 
DNA Chips: State of the Art, Nature Biotechnology, 16, Jan. 1998, 40-44). 
Nachteilig an den vorstehend beschriebenen Detektionsvorrichtungen und -verfahren 
ist jedoch der hohe Signalhintergrund, der zu einer eingeschrankten Genauigkeit 
20 fiihrt, der teilweise erhebliche technische Aufwand sowie die hohen Kosten, die mit 
den Nachweisverfahren verbunden sind. 

Es sind eine Reihe insbesondere konfokaler Systeme bekannt, die fur die Detektion 
von niederintegrierten Substanzbibliotheken im Array-Format geeignet sind, die in 
25 fluidischen Kammern angebracht sind (siehe z.B. US 5,324,633, US 6,027,880, US 
5,585,639, WO 00/12759). 
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Zur Detektion von hochintegrierten molekularen Arrays, die insbesondere in 
fluidischen Systemen angebracht sind, sind die oben beschriebenen Methoden und 
Systeme vor allem wegen der dort auftretenden Streuungen, Reflexionen und 
optischen Aberrationen allerdings nur sehr bedingt adaptierbar. Ferner werden bei 
5 derartigen hochintegrierten Arrays hohe Anforderungen hinsichtlich der raumlichen 
Auflosung gestellt, die jedoch bislang technisch nicht realisiert werden konnten. 

Es besteht folglich ein Bedarf an hoch integrierten Arrays, mit denen mit relativ 
geringem technischem Aufwand die Wechselwirkung zwischen Sonden und Targets 
1 0 mit hoher Genauigkeit qualitativ und/oder quantitativ nachgewiesen werden kann. 

Die Erhdhung der Selektivitat und der Zugang zu alternativen Komponenten 
motiviert die Etablierung alternativer Imaging-Technologien wie Fluoreszenz- 
Polarisation und zeitaufgeloste Fluoreszenz fur festkorpergebundene Assays. Solche 

1 5 Losungen insbesondere fur hochintegrierte Arrays liegen derzeit jedoch nur 
konzeptionell vor. Der Effekt der Verdrehung der Polarisationsachse durch 
polarisiert angeregte Fluorophore wird zur Quantifizierung im Mikrotiter-Format 
angewandt. Es gibt ferner Ansatze, durch die Verwendung entsprechend 
modifizierter Polymerfolien als Polarisationsfilter kostengtinstige Systeme mit 

20 hohem Durchsatz (HTS-Systeme) aufeubauen (siehe I. Gryczcynski et al., 

Polarisation sensing with visual detection, Anal. Chem. 1999, 71, 1241-1251). Die 
zur Verfugung stehenden Lichtmengen und Detektoren erschweren derzeit allerdings 
eine Umsetzung auf Mikroarrays. Ein derartiger Aufbau wiirde die Integration von 
Lichtquellen (z.B. Laser, LED, Hochdrucklampen), Polarisationsfiltern (u.U. 

25 beschichtete Polymerfolien) und Detektoren (CCD-, CMOS-Kamera) erfordern, eine 
entsprechende Losung ist bislang nicht bekannt 
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Neuere Entwicklungen nutzen die Fluoreszenz von anorganischen Materialien, wie 
zum Beispiel von Lanthaniden (M. Kwiatowski et al., Solid-phase synthesis of 
chelate-labelled oligonucleotides: application in triple-color ligase-mediated gene 
analysis, Nucleic Acids Research, 1994, 22, 13) und Quantendots (M. P. Bruchez et. 
5 al., Semiconductor nanocrystals as fluorescent biological labels, Science 1998, 281, 
2013). Die Ausnutzung der spezifischen Fluoreszenzlebensdauer von Fluorophoren 
im Nanosekunden-Bereich zu deren selektiven Quantifizierung ist sehr aufwendig 
und wird trotz der Spezifitat in dieser ortsaufgelosten Applikation kommeiziell nicht 
verwendet. Farbstoffe mit langer Emissionsdauer im Mikrosekunden-Bereich wie 
10 Lanthanid-Gelate erfordern eine Umwandlung der Farbstoffe in eine mobile Phase, 
so dass eine ortsaufgeloste Detektion nicht moglich ist. 

Die Verwendung von Mikropartikeln, die aus ihrer Verwendung in Ferasehrohren 
bekannt sind (siehe F. van de Rijke et al., Up-Converting Phosphors: A New 

1 5 Reporter Technology for Nucleic Acid Microarrays, European EC Meeting on 

Cytogenetics (2000) Bari, Italien), als biologische Marker hat bezuglich Sensitivitat 
und Miniaturisierbarkeit des Aufbaus der Detektionstechnik groBes Potential, zumal 
zur Anregung Lichtquellen aus der Datemibertragung Verwendung finden (980 nm 
Dioden-Laser). Diese Technologie ist jedoch derzeit nicht kommerziell zur Detektion 

20 von Target/Sonden-Wechselwirkungen auf Arrays verfiigbar. Ein Detektor wurde 
Komponenten zur Lichtemission (z.B. Laser, LED, Hochdrucklampen), ein System 
zur Modulierung des Anregungs- und Detektionslichtes (z.B. Chopperscheiben, 
elektronische Shutter) und Detektion des zeitverzSgerten Signals (z.B. CCD-, 
CMOS-Kamera) beinhalten. Als grundsatzlich problematisch erweist sich in der 

25 Regel die geringe Kompatibilitat der Partikel mit biologischen Proben. 

In der internationalen Patentanmeldung WO 00/72018 sind optische Aufbauten zur 
Detektion von mittels Goldbeads markierten Proben und deren Sichtbarmachung 
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mittels Silberverstarkung beschrieben. Die dortigen Vorrichtungen sind allerdings 
lediglich fur eine Detektion bei statischer Messung geeignet Bei der statischen 
Messung wird nach der Wechselwirkung der Targets mit dem auf dem Sondenarray 
angeordneten Sonden sowie nach Beginn der Reaktion, die zu einem Niederschlag 
5 auf Array-Elementen fuhrt, an denen eine Wechselwirkung stattgefunden hat, ein 
Bild aufgenommen und den gemessenen, von dem Grad der Niederschlagsbildung 
abhangigen Grauwerten Konzentrationen zugeordnet. 

In der internationalen Patentanmeldung WO 02/02180 wurde beschrieben, dass diese 

10 Vorgehensweise der statischen Messung fur das jeweilige Array-Element nur in 

einem sehr schmalen Konzentrationsbereich zu zufriedenstellenden Werten fuhrt und 
damit auch fur die Bewertung der Spezifitat von Wechselwirkungen problematisch 
ist, da die Niederschlagsbildung in hohem MaBe nicht linear erfolgt. Insbesondere 
umfasst der zeitliche Verlauf der Niederschlagsbildung einen exponentiellen Anstieg 

1 5 der Niederschlagsbildung mit der Zeit sowie ein darauffolgendes Sattigungsniveau. 
Lediglich Grauwerte aus dem Bereich des exponentiellen Anstiegs der 
Niederschlagsbildung mit der Zeit lassen eine {Correlation mit der Menge an 
gebundenen Targets zu, wahrend das bei der Niederschlagsbildung auf einem Array- 
Element nach einer bestimmten, von der jeweiligen Sonden/Target- Wechselwirkung 

20 abhangigen und damit fur jedes Array-Element unterschiedlichen Zeit erreichte 

Sattigungs-Niveau einer Quantifizierung nach Abschluss der Niederschlagsbildungs- 
Reaktion entgegensteht. Es ist nicht mdglich, die Experimentparameter so zu 
gestalten, dass zweifelsfrei sichergestellt ist, dass das Sattigungsniveau auf keinem 
der Array-Elemente erreicht ist, da die Reaktionsgeschwindigkeit in starkem MaBe 

25 von Temperatur, Licht, Salzkonzentration, pH und weiteren Faktoren abhangt 

Bei Aufhahme lediglich eines Bildes, also bei statischer Messung, kann folglich nicht 
gewahrleistet werden, dass sich die Niederschlagsbildungs-Reaktionen auf alien 
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Array-Elementen in dem exponentiellen Bereich der Abhangigkeit der 
Niederschlagsbildung von der Zeit befinden. Somit werden Signalintensitaten, 
beispielsweise Grauwerte, die von Array-Elementen erhalten werden, bei denen sich 
die Niederschlagsreaktion bereits im Sattigungsbereich befindet, im Vergleich zu 
5 Signalintensitaten von Array-Elementen, die sich noch im exponentiellen Bereich der 
Niederschlagsbildung befinden, verfalscht dargestellt 

Um die vorstehend beschriebenen Nachteile zu uberwinden, wurde in WO 02/02810 
ein Verfahren zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis von Targets in einer 

10 Probe durch molekulare Wechselwirkungen zwischen Sonden und Targets auf 

Sonden- Arrays bereitgestellt, bei dem der zeitliche Verlauf der Niederschlagsbildung 
an den Array-Elementen in Form von Signalintensitaten detektiert wird, d.h. eine 
dynamische Messung durchgefiihrt wird. Jedem Array-Element wird dann anhand 
einer Kurvenfunktion, die die Niederschlagsbildung als Funktion der Zeit beschreibt, 

1 5 ein Wert zugeordnet, der die Wechselwirkung zwischen Sonde und Target auf einem 
Array-Element und damit die Menge an gebundenen Targets quantifiziert. 

Fur eine derartige dynamische Messung ist die Aufhahme von Bilderserien unter z.B. 
bestimmten thermischen Bedingungen bzw. in einem bestimmten 
20 Verfahrensstadium, z.B. bei Vorhandensein bestimmter Ldsungen zur Zeit der 

Aufhahme, erforderlich. Dies bedingt ein komplexes Zusammenwirken der einzelnen 
Bauteile eines hochintegrierten Arrays insbesondere bei Anwendungen im Bereich 
des Genotyping. 

25 Bei vielen Tests in der biomedizinischen Diagnostik tritt ferner das Problem auf, dass 
die Targetmolekiile zunSchst nicht in einer fiir eine Detektion ausreichenden Menge 
vorhanden sind und deshalb haufig zunachst vor dem eigentlichen Testverfahren aus 
der Probe vervielfaltigt werden mussen. Die Vervielfaltigung von DNA-Molekiilen 
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geschieht typischerweise durch die Polymerase-Kettenreaktion (PGR). Fur die 
Vervielfaltigung von RNA miissen die RNA-Molektile durch reverse Transkription 
in entsprechend komplementare DNA (cDNA) umgewandelt werden. Diese cDNA 
kann dann ebenfalls durch PCR vervielfaltigt (amplifiziert) werden. Bei der PCR 
5 handelt es sich urn eine Labor-Standardmethode (wie z.B. in Sambrook et al. (2001) 
Molecular Cloning: A laboratory manual, 3rd edition, Cold Spring Harbor, N.Y., 
Cold Spring Harbor Laboratory Press). 

Die Vervielfaltigung von DNA durch PCR ist verhaltnismaflig schnell, ermoglicht 
10 durch miniaturisierte Verfahren einen hohen Probendurchsatz in geringen 
Ansatzvolumina und ist durch Automatisierung arbeitseffizient. 

Eine Charakterisierung von Nukleinsauren durch eine alleinige Vervielfaltigung ist 
jedoch nicht moglich. Vielmehr ist es notwendig, nach der Amplifikation 
1 5 Analysemethoden wie Nukleinsauresequenzbestimmungen, Hybridisierung und/oder 
elektrophoretische Trenn- und Isolationsverfahren zur Charakterisierung der PCR- 
Produkte einzusetzen. 

Generell sollten Vorrichtungen und Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren 
20 und deren Nachweis so konzipiert sein, dass moglichst wenige Eingriffe seitens eines 
Experimentators notwendig sind. Die Vorteile von Verfahren, die eine 
Vervielfaltigung von Nukleinsauren und deren Nachweis ermoglichen und in deren 
Verlauf ein Experimentator nur minimal eingreifen muss, liegen auf der Hand. Zum 
einen werden Kontaminationen vermieden. Zum anderen ist die Reproduzierbarkeit 
25 solcher Verfahren wesehtlich erhSht, da sie einer Automatisierung zuganglich sind. 
Dies ist auch im Hinblick auf Zulassung von diagnostischen Verfahren extrem 
wichtig. 
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Es gibt gegenwartig eine Vielzahl von Verfahren zur Amplifikation von 
Nukleinsauren und deren Nachweis, bei denen zunachst das Target-Material durch 
PCR- Amplifikation vervielfSltigt wird und die Identitat bzw. der genetische Zustand 
der Zielsequenzen anschlieBend durch Hybridisierung gegen einen Sondenarray 
5 bestimmt wird. Die Amplifikation der nachzuweisenden Nukleinsaure- bzw. Target- 
Molekiile ist in der Regel notwendig, urn ausreichende Mengen fur einen qualitativen 
und quantitation Nachweis im Rahmen der Hybridisierung zur Verfugung zu haben. 

Sowohl die PCR- Amplifikation von Nukleinsauren als auch deren Nachweis durch 
1 0 Hybridisierung ist einer Reihe von grundlegenden Problemen unterworfen. Dies gilt 
in gleicher Weise fur Verfahren, die eine PCR- Amplifikation von Nukleinsauren und 
deren Nachweis durch Hybridisierung kombinieren. 

Eines der Probleme, das bei Verfahren, die PCR und Hybridisierung kombinieren, 
1 5 auftritt, ist in der DoppelstrSngigkeit der Target-Molekiile begrundet. Klassische 
PCR-Amplifikationsreaktionen erzeugen ausgehend von einem doppelstrangigen 
Template-Molektil iiblicherweise doppelstrangige DNA-Molekttle. Diese konnen nur 
nach vorhergehender Denaturierung mit den Sonden des Sondenarrays hybridisieren. 
Wahrend der Hybridisierungsreaktion konkurriert die sehr schnelle 
20 Doppelstrangbildung in der Losung mit der Hybridisierung gegen die 

immobilisierten Sonden des Sondenarrays. Die Intensitat der Hybridisierungssignale 
und damit die quantitative und qualitative Auswertung der Verfahrensergebnisse 
werden durch diese Kompetitionsreaktion stark begrenzt 

25 Hinzu kommen die Probleme, die in der Hybridisierungs-Reaktion an sich bzw. den 
zur Hybridisierung gebrachten Sonden und Targets begrundet sind. PCR-Produkte, 
die als Targets fur Array-Hybridisierungs-Reaktionen Verwendung finden, weisen in 
der Regel eine Lange von mindestens circa 60 Basenpaaren auf. Dies entspricht der 
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Summe der Langen der zur PCR-Reaktion verwendeten forward- und reverse-Primer 
sowie der Region, die durch die PCR amplifiziert wird und Komplementaritat zur 
Sonde auf dem Array aufweist Einzelstrangige Molektile dieser Lange liegen in 
Losung haufig nicht unstrukturiert, d.h. linear gestreckt vor, sondern weisen mehr 
5 oder wenig stabile Sekundarstrukturen, wie z.B. Haarnadeln oder andere helikale 
Strukturen, auf. Wenn diese Sekundarstrukturen den Bereich des Targets betreffen, 
der Komplementaritat zur Sonde aufweist, verhindert die Ausbildung der genannten 
Sekundarstrukturen eine effiziente Hybridisierung des Targets an die Sonde. Die 
Ausbildung von Sekundarstrukturen kann spmit ebenfalls eine effiziente 

« 

10 Hybridisierung inhibieren und eine quantitative und qualitative Auswertung der 
Verfahrensergebnisse erschweren, wenn nicht gar verhindern. 

Somit besteht ferner ein Bedarf an Vorrichtungen, die die Durchfuhrung von PCR 
und Analysereaktion, wie z.B. einer Hybridisierungsreaktion, in einem 
1 5 Reaktionsraum ermoglichen. 

Werden in einem Verfahren, das eine PCR-Amplifikation und deren Nachweis durch 
Hybridisierung kombiniert, detektierbare Marker beispielsweise in Form von 
Fluoreszenz-markierten Primera in die nachzuweisenden Nukleinsauren bzw. Target- 

20 Molekule eingebracht, wird (iblicherweise vor der eigentlichen Detektion ein 

Waschschritt durchgefuhrt. Ein derartiger Waschschritt dient der Entfernung der im 
Vergleich zum Amplifikationsprodukt in groBem Uberschuss vorliegenden, nicht 
umgesetzten Primer sowie solcher mit einem Fluoreszenzmarker versehenen 
Nukleotide, die nicht an der Nachweisreaktion teilnehmen bzw. nicht spezifisch mit 

25 den Nukleinsauresonden des Mikroarrays hybridisieren. Auf diese Weise soli der 
hohe Signalhintergrund vermindert werden, der dxirch diese Molekule verursacht 
wird. Durch einen derartigen zusatzlichen Verfahrensschritt wird allerdings das 
Nachweisverfahren deutlich verlangsamt. Ferner wird das detektierbare Signal auch 
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fur die nachzuweisenden Nukleinsauren deutlich verringert, die spezifisch mit den 
Nukleinsauresonden des Mikroarrays hybridisieren. Letzteres beruht vor allem 
darauf, dass das Gleichgewicht zwischen den durch Hybridisierung gebundenen und 
in Losung befindlichen Targets nach dem Waschschritt nicht mehr gegeben ist. 
5 Nukleinsauren, die bereits mit den auf dem Array befindlichen Nukleinsauresonden 
hybridisiert hatten, werden von der Bindungsstelle durch das Waschen abgelost und 
somit mit den in Losung befindlichen Molektilen weggewaschen. Es bleibt uberhaupt 
nur dann ein detektierbares Signal zurttck, wenn der Wasch- bzw. Sptilschritt der in 
Losung befindlichen Molekiile schneller vollzogen wird als die Ablosung der bereits 
1 0 hybridisierten Nukleinsauren erfolgt. 

Es besteht folglich ein Bedarf an hochintegrierten Arrays, mit denen mit relativ 
geringem technischem Aufwand die Wechselwirkung zwischen Sonden und Targets 
mit hoher Genauigkeit qualitativ und/oder quantitativ nachgewiesen werden kann. 

15 

Es besteht ferner ein Bedarf an Vorrichtungen, die die Durchfuhrung von PCR imd 
Analysereaktion, wie z.B. einer Hybridisierungsreaktion, in einem Reaktionsraum 
erm6glichen. 

20 Des Weiteren besteht ein Bedarf an hochintegrierten Arrays, mit denen die 

quantitative Wechselwirkung zwischen Sonden und Targets durch Detektion des 
zeitlichen Verlaufs einer Niederschlagsbildung, wie z.B. durch Detektion von mittels 
Goldbeads markierten Proben und deren Sichtbarmachung mittels Silberverstarkung, 
mit hoher Genauigkeit nachgewiesen werden kann. 

25 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es somit, die vorstehend genannten 
Probleme des Stands der Technik, die sich insbesondere durch die mangelnde 
Kompatibilitat des Assays mit dem Testsystem ergeben, zu uberwinden. 
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Insbesondere ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren bzw. 
eine Vorrichtung zur Verfiigung zu stellen, mit dem molekulare Wechselwirkungen 
zwischen Sonden und Targets auf Sonden- Arrays mit hoher Genauigkeit und hoher 
5 Empfindlichkeit und auf einfache und kostengiinstige Weise qualitativ und/oder 
quantitativ nachgewiesen werden konnen. 

Ferner ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Verfahren bzw. 
Vorrichtungen zur Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen Nachweis 
10 von Nukleinsauren zur Verfiigung zu stellen, bei dem Eingriffe seitens des 
Experimentators minimiert werden konnen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Verfahren und 
Vorrichtungen zur Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen Nachweis 
1 5 von Nukleinsauren zur Verfiigung zu stellen, mit denen ein hohes Signal-zu-Rausch- 
Verhaltnis bei der Detektion von Wechselwirkungen auf dem Mikroarray 
gewahrleistet wird, ohne die Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden 
Nukleinsauren und den Nukleinsauresonden auf dem Array zu beeintrachtigen. 

20 Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine Vorrichtung zur 
Verfiigung zu stellen, mit der eine hohe dynamische Auflosung bei der Detektion 
erreicht wird, d.h. der Nachweis schwacher Sonden/Target- Wechselwirkungen neben 
starken Signalen gewahrleistet bleibt. 

25 Der Erfindung liegt ferner die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung zur Verfiigung zu 
stellen, die eine nahezu gleichzeitige Vervielfaltigung und Charakterisierung von 
Nukleinsauren mit einem hohen Durchsatz ermoglicht. 
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Diese und weitere Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden durch die 
Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen 
gelost. 

5 Insbesondere wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 

Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Nukleinsauren 
in einer Probe zur Verfugung gestellt wird, das die folgenden Schritte umfasst: 

a) Einbringen der Probe in eine Reaktionskammer, die zwischen einem 

1 0 Kammertrager und einem Mikroarray gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat 
mit darauf auf Array-Elementen immobilisierten Nukleinsauresonden umfasst; 

b) Amplifizieren der nachzuweisenden Nukleinsauren in der Reaktionskammer 
mittels einer zyklischen Amplifikationsreaktion; 

15 

c) Detektieren einer Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden 
Nukleinsauren und den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauresonden, ohne 
dass Molekule aus der Reaktionskammer entfernt werden, die nicht mit den auf dem 
Substrat immobilisierten Nukleinsauren hybridisiert sind. 

20 

Die Detektion kann vorzugsweise wahrend der zyklischen Amplifikationsreaktion, 
d.h. im Verlauf eines oder mehrerer Zyklen der Amplifikationsreaktion, und/oder 
nach Abschluss der zyklischen Amplifikationsreaktion erfolgen. 

25 Das erfindungsgemafle Verfahren zur Vervielfaltigung von Nukleinsauren und deren 
Nachweis ist so konzipiert, dass moglichst wenige Eingriffe seitens eines 
Experimentators notwendig sind. Dies bietet den wesentlichen Vorteil, dass dadurch 
Kontaminationen vermieden werden. Femer ist die Reproduzierbarkeit des 
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erfindungsgemafien Verfahrens im Vergleich zu herkommlichen Verfahren 
wesentlich erhoht, da das erfindungsgemSBe Verfahren aufgrund der Miiiiiiiierung 
externer Eingriffe einer Automatisierung zuganglich ist. Die vorstehend genannten 
Vorteile spielen im Hinblick auf Zulassung von diagnostischen Verfahren eine 
5 bedeutende Rolle. 

>i ■ 

ErfindungsgemaB wird ferner eine Vorrichtung zur Amplification und zum 
qualitativen und quantitativen Nachweis von Nukleinsauren mittels einem wie 
vorstehenden beschriebenen Verfahren zur Verfugung gestellt wird, umfassend die 
1 0 folgende Elemente : 

a) eine Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; 

b) eine Reaktionskammer, die zwischen einem Kammertrager und einem 

15 Mikroarray gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat mit darauf auf Array- 
Elementen immobilisierten Nukleinsauresonden umfasst und die Temperatur in der 
Reaktionskammer durch die Temperatursteuerungs- xmd -regeleinheit steuerbar 
und/oder regelbar ist; 

20 wobei mit der Vorrichtung eine Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden 
Nukleinsauren mid den auf dem Substrat immobilisierten NukleinsMuresonden 
detektierbar ist, ohne dass Molekiile aus der Reaktionskammer entfernt werden, die 
nicht mit den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauren hybridisiert sind. 

25 Vorzugsweise ist die Reaktionskammer der erfindungsgemaflen Vorrichtung als 
Kapillarspalt zwischen dem Kammertrager und dem Mikroarray ausgestaltet. 
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Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird die Aufgabe 
erfindungsgemaB dadurch geldst, dass eine Vorrichtung zur Vervielfaltigung und 
zum Nachweis von Nukleinsauren zur Verfugung gestellt wird, die mindestens eine 
Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; eine Reaktionskammer, die eine 
5 Detektionsflache mit einer darauf immobilisierten Sonden-Substanzbibliothek 

enthalt; sowie vorzugsweise ein optisches System, mit dem der zeitliche Verlauf von 
Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar ist, umfasst. 

Ein in der Reaktionskammer befindlicher Chip, der einen Trager mit einer 
1 0 Detektionsflache umfasst, auf der eine Substanzbibliothek immobilisiert ist, 

gewahrleistet die Moglichkeit der Bereitstellung einer sehr hohen Sondendichte in 
der Reaktionskammer. 

Die elektrokalorische Steuerung bzw. Regelung durch die Temperatursteuerungs- 
1 5 und/oder -regeleinheit erlaubt die Einstellung von definierten Temperaturen sowohl 
wahrend der Prozessierung der zu untersuchenden Probe in der Reaktionskammer als 
auch wahrend der Detektion der Hybridisierungsereignisse. Somit wird sowohl eine 
verbesserte Kontrolle als auch eine Optimierung der Nachweisreaktion gewahrleistet. 
Ferner erlaubt die Einstellung definierter Temperaturen uber die 
20 Temperatursteuerungs- bzw. -regelungseinheit die Durchfuhrung von komplexen 
Reaktionen wie zum Beispiel von Amplifikationsreaktionen durch PCR. 

Die erfindungsgemaflen Vorrichtungen zeichnen sich ferner dadurch aus, dass unter 
Anderem aufgrund des vorzugsweise integrierten optischen Systems bzw. des 
25 Readersystems eine Detektion von molekularen Wechselwirkungen auch im 

Handbetrieb moglich ist. Dies ist insbesondere in Bereichen wie der medizinischen 
Diagnostik vorteilhaft. 
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Dadurch, dass die erfindungsgemaBe Vorrichtung bei einem Aspekt der vorliegenden 
Erfindung vorzugsweise ein integriertes optisches System enthalt, mit dem der 
zeitliche Verlauf von Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar 
ist, wird eine exakte Bestimmung der relativen quantitativen Menge von an die 
5 Substanzbibliothek gebundenen Nukleinsauren gewahrleistet. 

AUgemein erlauben die erfindungsgemaBen Vorrichtungen eine nahezu gleichzeitige, 
zeiteffiziente und wenig storanfallige Durchfiihrung von Aufarbeitungs- bzw. 
Konditionierungsreaktionen und die Chip-basierte Charakterisierung von 
10 Nukleinsauren. Dabei wird unter einer Aufarbeitungs- bzw. Konditionierreaktion 
erfindungsgemaB eine Reaktion verstanden, deren Reaktionsprodukte durch Chip- 
basierte Experimente charakterisiert werden konnen. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Detektion von molekularen 
1 5 Wechselwirkungen in geschlossenen Reaktionskammern besteht vorzugsweise aus 
vier funktionellen Hauptelementen (siehe Abbildung 1). Die mechanische, 
elektrische und fluidische Aufhahme der Reaktionskammer erfolgt in einem 
Aufiiahmemodul (1). Die Reaktionskammer wird im Folgenden auch als 
Mikroreaktor bezeichnet. Fiir die Detektion der Reaktionsergebnisse wird ein 
20 optisches System (2) bereitgestellt. Die Verarbeitung der Reaktionsergebnisse zu 
einem Analyseergebnis kann in einem Controller (3) erfolgen. Das Analyseergebnis 
wird gegebenenfalls durch geeignete Verbindungselemente (4) der Speicherung 
\md/oder Weiterverarbeitung zur Verfugung gestellt. 

25 Eine Reaktionskammer, die vorteilhaft als Bauteil der erfindungsgemaBen 

Vorrichtung eingesetzt werden kann, ist in der internationalen Patentanmeldung 
WO 01/02094 ausfiihrlich beschrieben, auf deren Inhalt hiermit ausdriicklich Bezug 
genommen wird. 
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Die ggf. durch einen Barcode identifizierbare Reaktionskammer ist in einem 
fluidischen Aufhahmemodul eingebracht, wo sie mit einer oder mehreren 
Reaktionsl5sungen befullt werden kann. Die Reaktionskammer weist ferner 
5 gegebenenfalls elektrische Kontakte auf, wodurch zum Beispiel uber integrierte 
Sensor- nnd/oder Heizelemente eine thermische Steuerung bzw. Regelung von 
Reaktionen in der Reaktionskammer gewahrleistet ist. Dies ist insbesondere 
vorteilhaft fur die Durchfuhrung von thermisch empfindlichen Amplifikations- 
reaktionen fur DNA oder RNA, Hybridisierungen von DNA oder RNA oder 
10 Reaktionen zur Signalverstarkung wie zum Beispiel durch Metallfallungen an 
entsprechend markierten und an die Substanzbibliothek gebundenen Target- 
Molekiilen. 

Die fur die Durchfuhrung der Vervielfaltigungs- und Nachweisreaktionen ggf. 
1 5 erforderlichen Losungen, wie Reaktions- und/oder Spullosungen, sind liber geeignete 
Verbindungselemente wie zum Beispiel Kanale in die Reaktionskammer einbringbar. 
Geeignete Controller konnen der Uberwachung des Reaktionsverlaufs dienen. 

Das optische System gewahrleistet bei einem Aspekt der vorliegenden Erfindung die 
20 bildgebende Abbildung der Substanzbibliothek wahrend oder nach Abschluss der 
Vervielfaltigungs- und/oder Nachweisreaktionen auf einen geeigneten Detektor, der 
beispielsweise als zweidimensionales elektrisch auslesbares Detektionselement 
ausgefuhrt ist In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird 
die Probe mittels eines Beleuchtungsmoduls bzw. einer Lichtquelle des optischen 
25 Systems beleuchtet und die entstehenden Signale entsprechend der verwendeten 
Markierungen gefiltert abgebildet. 
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Das optische System gewahrleistet bei einem Aspekt der vorliegenden Erfindung 
ferner eine kinetische, d.h. dynamische Aufhahme der Reaktionsergebnisse. 
Insbesondere ist das optische System der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
vorzugsweise dazu geeignet, den zeitlichen Verlauf eines Silberniederschlags zur 
5 VerstSrkung von Hybridisierungssignalen zwischen Gold-markierten Target- 

Molekiilen und der Substanzbibliothek aufeuzeichnen. Der hochintegrierte Aufbau 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung erlaubt die Cbergabe von mehreren Bildern 
wahrend des Reaktionsverlaufs zur Verarbeitung in einem geeigneten Daten- 
verarbeitungsmodul oder Controller. 

10 

Die durch den zeitlichen Verlauf der Niederschlagsbildung entstehenden 
Veranderungen auf den jeweiligen Array-Elementen konnen in der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung, wie u.a. in der internationalen Patentanmeldung 
WO 02/02810 ausftihrlich beschrieben ist, ausgewertet werden. Auf den Inhalt der 
1 5 internationalen Patentanmeldung WO 02/028 1 0 wird hiermit ebenfalls ausdriicklich 
Bezug genommen. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung gewahrleistet ferner iiber gegebenenfalls 
vorhandene elektronische Schnittstellen die Obergabe der Rohdaten oder 
20 Analyseergebnisse an externe Rechner- oder Rechnernetze zum Beispiel zur 
Speicherung dieser Daten. 

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Mikroarray 
bereitgestellt, das ein Substrat mit darauf auf vorbestimmten Bereichen 
25 immobilisierten molekularen Sonden umfasst Das Substrat umfasst dabei im 
Wesentlichen keramische Materialien. 
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SchlieBlich betrifft ein weiterer Aspekt die Verwendung eines Substrats aus im 
Wesentlichen keramischen Materialien zur Herstellung eines Mikroarrays mit darauf 
auf vorbestimmten Bereichen des Substrats immobilisierten molekularen Sonden. 

5 Zur Beschreibung der vorliegenden Erfindung werden femer unter Anderem 
folgende Definitionen verwendet: 

Unter einer Sonde bzw. einem Sondenmolekul bzw. einer molekularen Sonde wird 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Molekiil verstanden, das zum Nachweis 

1 0 anderer Molekiile durch ein bestimmtes, charakteristisches Bindungsverhalten bzw. 
eine bestimmte Reaktivitat verwendet wird. Fur die auf dem Array angeordneten 
Sonden kommt jede Art von Molekulen in Frage, die sich an feste Oberflachen 
koppeln lassen und eine spezifische Affinitat aufweisen. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform handelt es sich urn Biopolymere aus den Klassen der Peptide, 

1 5 Proteine, Nukleinsauren und/oder deren Analoga. Besonders bevorzugt sind die 
Sonden Nukleinsauren und/oder Nukleinsaureanaloga. 

Als Sonde werden insbesondere Nukleinsauremolekule definierter und bekannter 
Sequenz bezeichnet, die benutzt werden, urn in Hybridisierungsverfahren Target- 

20 Molekiile nachzuweisen. Als Nukleinsauren konnen sowohl DNA- als auch RNA- 
Molekiile verwendet werden. Beispielsweise kann es sich bei den 
Nukleinsaurensonden bzw. Oligonukleotidsonden urn Ohgonukleotide mit einer 
Lange von 10 bis 100 Basen, vorzugsweise 15 bis 50 Basen imd besonders bevorzugt 
von 20 bis 30 Basen Lange handeln. Typischerweise handelt es sich 

25 erfindungsgemaB bei den Sonden urn einzelstrangige Nukleinsauremolekxile oder 
Molekiile von Nukleinsaureanaloga, bevorzugt einzelstrangige DNA-Molekiile oder 
RNA-Molekiile, die mindestens iiber einen Sequenzbereich verfiigen, der zu einem 
Sequenzbereich der Target-Molekule komplementar ist. Je nach Nachweisverfahren 
und Anwendung konnen die Sonden auf einem festen Tragersubstrat, z.B. in Form 
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eines Mikroarrays immobilisiert sein. Dariiber hinaus konnen sie je nach 
Nachweisverfahren radioaktiv oder nicht radioaktiv markiert sein, so dass sie uber 
die im Stand der Technik fibliche Nachweisreaktion nachgewiesen werden konnen. 

5 Unter einem Target bzw. einem Targetmolekul wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung das mit einer molekularen Sonde nachzuweisende Molekiil verstanden. 
Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich 
bei den zu detektierenden Targets um Nukleinsauren. Der erfindungsgemaBe 
Sonden- Array kann jedoch analog auch zum Nachweis von Protein/Sonden- 
1 0 Wechselwirkungen, Antikorper/Sonden- Wechselwirkungen, usw. eingesetzt werden. 

Falls es sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung bei den Targets um 
Nukleinsauren bzw. Nukleinsauremolekiile handelt, die durch eine Hybridisierung 
gegen auf einem Sondenarray angeordnete Sonden nachgewiesen werden, umfassen 

1 5 diese Target-Molekule in der Regel Sequenzen mit einer Lange von 40 bis 10.000 
Basen, bevorzugt von 60 bis 2.000 Basen, ebenfalls bevorzugt von 60 bis 1 .000 
Basen, insbesondere bevorzugt von 60 bis 500 Basen und am meisten bevorzugt von 
60 bis 150 Basen. Ihre Sequenz beinhaltet gegebenenfalls die Sequenzen von 
Primern, sowie die durch die Primer definierten Sequenzbereiche des Templates. Bei 

20 den Target-Molekulen kann es sich insbesondere um einzel- oder doppelstrangige 
Nukleinsauremolekiile handeln, von denen ein Strang oder beide Strange radioaktiv 
oder nicht radioaktiv markiert sind, so dass sie in einem der im Stand der Technik 
ublichen Nachweisverfahren nachgewiesen werden k5nnen. 

25 Als Target-Sequenz wird erfindungsgemali der Sequenzbereich des Targets 
bezeichnet, der durch Hybridisierung mit der Sonde nachgewiesen wird. 
Erfindungsgemafi wird auch davon gesprochen, dass dieser Bereich durch die Sonde 
adressiert wird. 
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Unter einer Substanzbibliothek wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
Vielzahl von unterschiedlichen Sondenmolekiilen verstanden, vorzugsweise 
mindestens zwei bis 1.000.000 unterschiedliche Molekiile, besonders beyorzugt 
5 mindestens 1 0 bis 1 0.000 unterschiedliche Molekiile und am meisten bevorzugt 
zwischen 100 und 1.000 unterschiedlichen Molekiilen. Bei speziellen 
Ausgestaltungen kann eine Substanzbibliothek auch nur mindestens 50 oder weniger 
oder mindestens 30.000 unterschiedliche Molekiile umfassen. Die 
Substanzbibliothek ist vorzugsweise als Array auf einem Trager in der 
1 0 Reaktionskammer der erfindungsgemaBen Vorrichtung angeordnet. 

Unter einem Sonden- Array wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
Anordnung von molekularen Sonden bzw. einer Substanzbibliothek auf einem 
Trager verstanden, wobei die Position einer jeden Sonde separat bestimmt ist. 

15 Vorzugsweise umfasst der Array definierte Stellen bzw. vorbestimmte Bereiche, so 
genannte Array-Elemente, die besonders bevorzugt in einem bestimmten Muster 
angeordnet sind, wobei jedes Array-Element ublicherweise nur eine Spezies an 
Sonden beinhaltet. Die Anordnung der Molekiile bzw. Sonden auf dem Trager kann 
dabei durch kovalente oder nicht kovalente Wechselwirkungen erzeugt werden. Eine 

20 Position innerhalb der Anordnung, d.h. des Arrays, wird ublicherweise als Spot 
bezeichnet. Der Sonden-Array bildet somit die Detektionsfl&che. 

Unter einem Array-Element bzw. einem vorbestimmten Bereich bzw. einem Spot 
bzw. einem Array-Spot wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein fur die 
25 Deposition einer molekularen Sonde bestimmtes Areal auf einer Oberflache 
verstanden, die Summe aller belegten Array-Elemente ist das Sonden-Array. 
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Unter einem Tragerelement bzw. Trager bzw. Substanzbibliothekentrager bzw. 
Substrat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Festkorper verstanden, auf 
dem das Sonden-Airay aufgebaut ist Bei dem Trager, der tiblicherweise auch als 
Substrat oder Matrix bezeichnet wird, kann es sich z.B. um Objekttrager oder Wafer 
5 oder aber auch keramische Materialien handeln. 

Die Gesamtheit aus in Array-Anordnung auf dem Substrat bzw. der Detektionsflache 
abgelegten Molekulen bzw. der in Array-Anordnung auf dem Substrat bzw. der 
Detektionsflache abgelegten Substanzbibliothek und dem Trager bzw. Substrat wird 
10 haufig auch als "Chip", "Mikroarray", "Microarray", "DNA-Chip", Sondenarray" etc. 
bezeichnet. 

Unter einer Detektionsflache wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung der 
Bereich des Substrats verstanden, auf dem die Substanzbibliothek, vorzugsweise in 
15 Array-Anordnung, abgelegt ist. 

Unter einem Kammertrager wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein 
Festkorper verstanden, der eine Grundflache fur die Reaktionskammer bildet. 
Vorzugsweise ist der Kammertrager auf der dem Substrat bzw. 
20 Substanzbibliothekentrager gegenuberliegenden Seite angeordnet. Bei einer 
alternativen Ausftihrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung kann der 
Kammertrager aber auch gleichzeitig als Substrat bzw. Substanzbibliothekentrager 
dienen. 

25 Unter einem Kammerkorper wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung der die 
Reaktionskammer bildende Festk5rper verstanden. Der Substanzbibliothekentrager 
bzw. der Chip ist tiblicherweise Teil des Kammerkorpers, wobei der 
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Substanzbibliothekentrager aus einem anderen Material gebildet sein kann als der 
iibrige Kammerkorper. 

Unter einer Reaktionskammer bzw. einem Reaktionsraum wird im Rahmen der 
5 vorliegenden Erfindung der Raum bezeichnet, der zwischen Kammertrager und 
Mikroarray gebildet ist und vorzugsweise als Kapillarspalt ausgestaltet ist Die 
Grundflache der Reaktionskammer bzw. des Reaktionsraums wird durch die 
Grundflache des Arrays bzw. des Kammertragers definiert. Als Dicke des 
Reaktionsraums bzw. der Reaktionskammer bzw. des Kapillarspalts wird 
1 0 insbesondere der Abstand zwischen Kammerkorper und Matrix bzw. Mikroarray 
bezeichnet. Ublicherweise weist ein Reaktionsraum im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung eine geringe Dicke auf, beispielsweise eine Dicke von hochstens 1 cm, 
vorzugsweise von hochstens 5 mm, besonders bevorzugt von hochstens 3 mm und 
am meisten bevorzugt von hochstens 1 mm. 

15 

Unter einem Kapillarspalt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein 
Reaktionsraum bezeichnet, der durch Kapillarkrafte, die zwischen dem 
Kammertrager und dem Mikroarray wirken, befullbar ist Cfblicherweise weist ein 
Kapillarspalt eine geringe Dicke z.B. von hochstens 1 mm, vorzugsweise von 

20 hochstens 750 ^m und besonders bevorzugt von hochstens 500 nm auf. Als Dicke 
des Kapillarspalts ist erfindungsgemafi ferner eine Dicke im Bereich von 10 bis 
300 jim, von 15 jam bis 200 jxm bzw. von 25 \im bis 150 pm bevorzugt. Bei 
speziellen Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung weist der Kapillarspalt eine 
Dicke von 50 |im, 60 |xm, 70 pm, 80 urn oder 90 pm auf. Weist der Reaktionsraum 

25 bzw. die Reaktionskammer eine Dicke von mehr als 2 mm auf, wird der 

Reaktionsraum bzw. die Reaktionskammer im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
nicht mehr als Kapillarspalt bezeichnet. 
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Unter einem konfokalen Fluoreszenzdetektionssystem wird im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ein Fluoreszenzdetektionssystem verstanden, in der das 
Objekt, d.h. der Miroarray, in der Brennebene des Objektivs durch eine 
Punktlichtquelle beleuchtet wird. Punktlichtquelle, Objekt und Pnnktlichtdetektor 
5 liegen dabei in exakt optisch konjugierten Ebenen. Beispiele fur konfokale Systeme 
sind in A. Diaspro, Confocal and 2-photon-microscopy: Foundations, Applications 
and Advances, Wiley-Liss, 2002 beschrieben. 

Unter einem das gesamte Volumen der Reaktionskammer abbildenden 
10 fluoreszenzoptischen System wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein nicht- 
konfokales Fluoreszenzdetektionssystem verstanden, also ein 
Fluoreszenzdetektionssystem, in der die Beleuchtung durch die Punktlichtquelle 
nicht auf das Objekt, d.h. den Mikroarray, begrenzt ist. Ein derartiges 
Fluoreszenzdetektionssystem weist somit keine fokale Begrenzung auf. 

15 

Herkommliche Arrays bzw. Mikroarrays im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
umfassen etwa 50 bis 10.000, vorzugsweise 150 bis 2.000 unterschiedliche Spezies 
von Sondenmolekiilen auf einer, vorzugsweise quadratischen, Flache von z.B. 1 mm 
bis 4 mm x 1 mm bis 4 mm, vorzugsweise von 2 mm x 2 mm. In weiteren 
20 Ausgestaltungen umfassen Mikroarrays im Rahmen der vorliegenden Erfindung etwa 
50 bis etwa 80.000, vorzugsweise etwa 100 bis etwa 65.000, besonders bevorzugt 
etwa 1.000 bis etwa 10.000 unterschiedliche Spezies von Sondenmolekiilen auf einer 

o 2 2*2 

Flache von mehreren mm bis mehreren cm , vorzugsweise etwa 1 mm bis 10 cm , 
besonders bevorzugt 2 mm 2 bis 1 cm 2 und am meisten bevorzugt etwa 4 mm 2 bis 
25 6,25 mm 2 . Beispielsweise weist ein herkSmmliches Mikroarray von 100 bis 65.000 
unterschiedliche Spezies von Sondenmolektilen auf einer Flache von 2 mm x 2 mm 
auf. 
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Unter einer Mikrotiterplatte wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
Anordnung von ReaktionsgefaBen in einem bestimmten Raster verstanden, die die 
automatisierte Durchfiihrung einer Vielzahl von biologischen, chemischen und 
labormedizinischen Tests gestattet. 

5 

Eine Markierung oder ein Marker bezeichnet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

» 

eine detektierbare Einheit, beispielsweise ein Fluorophor oder eine Ankergruppe, an 
die eine detektierbare Einheit gekoppelt werden kann. 

10 Als Probe bzw. Probenlosung wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die zu 
analysierende Flxissigkeit mit den zu amplifizierenden bzw. nachzuweisenden 
Nukleinsauremolekulen bezeichnet. 

Eine Vervielfaltigungsreaktion bzw. eine Amplifikationsreaktion umfasst im 
1 5 Rahmen der vorliegenden Erfindung ublicherweise 10 bis 50 oder mehr 

Amplifikationszyklen, vorzugsweise etwa 20 bis 40 Zyklen, besonders bevorzugt 
etwa 30 Zyklen. Eine zyklische Amplifikationsreaktion ist im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung vorzugsweise eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase 
chain reaction, PCR). 

20 

Als Amplifikationszyklus wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein einzelner 
Verstarkungsschritt der zyklischen Amplifikationsreaktion bezeichnet. Ein 
Verstarkungsschritt der PCR wird auch als PCR-Zyklus bezeichnet. 

25 Als Amplifikationsprodukt wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Produkt 
aus der Verstarkung bzw. Vervielfaltigung bzw. Amplifikation der zu 
amplifizierenden Nukleinsauremolekule durch die zyklische Amplifikationsreaktion, 
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vorzugsweise durch die PCR bezeichnet Ein durch PCR vervielfaltigtes 
Nukleinsauremolekiil wird auch als PCR-Produkt bezeichnet. 

Unter der Denaturierungstemperatur wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
5 die Temperatur verstanden, bei der die doppelstrangige DNA im 

Amplifikationszyklus aufgetrennt wird. Die Denaturierungstemperatur betragt, 
insbesondere bei einer PCR, iiblicherweise mehr als 90°C, vorzugsweise etwa 95 °C. 

Unter der Annealing-Temperatur wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
1 0 Temperatur verstanden, bei der die Primer an die nachzuweisende Nukleinsaure 
hybridisieren. Die Annealing-Temperatur liegt, insbesondere bei einer PCR, 
iiblicherweise im Bereich von 55°C bis 65°C imd betragt vorzugsweise etwa 60°C. 

Unter der Kettenverlangerungs- bzw. Extensions-Temperatur wird im Rahmen der 
15 vorliegenden Erfindung die Temperatur verstanden, bei der die Nukleinsaure durch 
Einbau der Monomerbausteine synthetisiert wird. Die Extensionstemperatur liegt, 
insbesondere bei einer PCR, iiblicherweise im Bereich von etwa 70°C bis etwa 75°C 
und betragt vorzugsweise etwa 72°C. 

20 Als Oligonukleotid-Primer bzw. Primer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
ein Oligonukleotid bezeichnet, das an die nachzuweisende DNA, auch Target-DNA 
genannt, bindet bzw. hybridisiert, wobei von der Bindungsstelle die Synthese des 
Gegenstrangs der nachzuweisenden DNA bei der zyklischen Amplifikationsreaktion 
startet. Insbesondere wird als Primer iiblicherweise ein kurzes DNA- oder RNA- 

25 Oligonukleotid mit vorzugsweise etwa 12 bis 30 Basen bezeichnet, das 

komplementar zu einem Abschnitt eines groBeren DNA- oder RNA-Molekiils ist und 
uber eine freie 3-OH-Gruppe an seinem 3-Ende verfiigt. Aufgrund dieser freien 3 1 - 
OH-Gruppe kann der Primer als Substrat fur beliebige DNA- oder RNA- 
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Polymerasen dienen, die in 5-3 -Richtung Nukleotide an den Primer synthetisieren. 
Die Sequenz der neu synthetisierten Nukleotide ist dabei durch die Sequenz des mit 
dem Primer hybridisierten Templates vorgegeben, die jenseits der freien 3 -OH- 
Gruppe des Primers liegt. Primer ublicher LSnge umfassen zwischen 12 bis 50 
5 Nukleotide, bevorzugt zwischen 1 5 und 30 Nukleotide. 

Als Template oder Template-Strang werden ublicherweise ein doppelstrangiges 
Nukleinsauremolekul oder ein Nukleinsaurestrang bezeichnet, der als Vorlage zur 
Synthese von komplementaren Nukleinsaurestrangen dient. 

10 

i 

Als Hybridisierung^ wird die Bildung von doppelstrangigen Nukleinsauremolekulen 
oder Duplexmolekiilen aus komplementaren einzelstrangigen 
Nukleinsauremolekulen bezeichnet. Dabei findet die Assoziation vorzugsweise 
immer zu Paaren von A und T bzw. G und C statt Im Rahmen einer Hybridisierung 

1 5 konnen z.B. DNA-DNA-Duplexes, DNA-RNA- oder RNA-RNA-Duplexes gebildet 
werden. Durch eine Hybridisierung konnen auch Duplexes mit Nukleinsaureanaloga 
gebildet werden, wie z.B. DNA-PNA-Duplexes, RNA-PNA-Duplexes 5 DNA-LNA- 
Duplexes und RNA-LNA-Duplexes. Hybridisierungsexperimente werden 
ublicherweise benutzt, urn die Sequenzkomplementaritat und damit die Identitat 

20 zwischen zwei verschiedenen Nukleinsauremolekulen nachzuweisen. 

Unter Prozessierung werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Aufreinigungs-, 
Markierungs-, Amplifikations-, Hybridisierungs- und/oder Wasch- und Sptilschritte, 
sowie weitere beim Nachweis bzw. der Detektion von Targets mit Hilfe von 
25 Substanzbibliotheken durchgefuhrte Verfahrensschritte verstanden. 

Unter einem im Wesentlichen aus keramischen Materialien bestehenden bzw. im 
Wesentlichen keramische Materialien umfassenden Substrat wird im Rahmen der 
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vorliegenden Erfindung ein Substrat verstanden, das mindestens 75%, vorzugsweise 
mindestens 85% und besonders bevorzugt mindestens 90% keramische Materialien 
umfasst. 

5 Unter einem im Wesentlichen aus Aluminiiimoxid-Keramiken bestehenden bzw. im 
Wesentlichen Aluminium oxid-Keramiken umfassenden Substrat wird im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung ein Substrat verstanden, das mindestens 75%, 
vorzugsweise mindestens 85% und besonders bevorzugt mindestens 90% 
Aluminiumoxid-Keramiken umfasst 

10 

Unter einer Aluminium-Keramik wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein 
keramisches Material verstanden, das im Wesentlichen aus Aluminiumoxid besteht 
Unter einem im Wesentlichen aus Aluminiumoxid bestehenden keramischen 
Material wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein keramisches Material 
1 5 verstanden, das mindestens 75%, vorzugsweise mindestens 85% und besonders 
bevorzugt mindestens 90% Aluminiumoxid umfasst 

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit insbesondere eine 
Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von Nukleinsauren, die 
20 folgende Elemente umfasst: 

a) eine Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; 

b) eine Reaktionskammer, die einen Trager mit einer Detektionsflache enthalt, 
auf der eine Substanzbibliothek immobilisiert ist, wobei die Temperatur in 

25 der Reaktionskammer durch die Temperatursteuerungs- und -regeleinheit 

steuerbar und/oder regelbar ist; und 

c) ein optisches System, mit dem der zeitliche Verlauf von 
Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar ist. 
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Ein wesentliches Merkmal der erfindungsgemaBen Vorrichtung bei diesem Aspekt 
der vorliegenden Erfindung ist die Integration einer Temperatursteuerungs- und/oder 
-regeleinheit, einer temperaturregulierbaren Reaktionskammer sowie eines optischen 
5 Systems, das eine dynamische Messung von Signalverst^rkungsreaktionen durch 
Niederschlagsbildung gewahrleistet, in einer Vorrichtung. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung bei diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung 
zeichnet sich dadurch aus, dass aufgrund des integrierten optischen Systems bzw. des 

1 0 Readersystems eine Detektion von molekularen Wechselwirkungen auch im 

Handbetrieb mSglich ist. Dies ist insbesondere in Bereichen wie der medizinischen 
Diagnostik vorteilhaft. Dadurch, dass die erfindungsgemaBe Vorrichtung in dieser 
Ausfiihrungsform ein integriertes optisches System enthalt, mit dem der zeitliche 
Verlauf von Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar ist, wird 

1 5 eine exakte Bestimmung der relativen quantitativen Menge von an die 
Substanzbibliothek gebundenen Nukleinsauren gewahrleistet. 

Das optische System gewahrleistet die bildgebende Abbildung der 
Substanzbibliothek wahrend oder nach Abschluss der Vervielfaltigungs- und/oder 

20 Nachweisreaktionen auf einen geeigneten Detektor, der beispielsweise als 

zweidimensionales elektrisch auslesbares Detektionselement ausgeftihrt ist. In einer 
Ausfuhmngsform der erfindungsgemafien Vorrichtung wird die Probe mittels eines 
Beleuchtungsmoduls bzw. einer Lichtquelle des optischen Systems beleuchtet und 
die entstehenden Signale entsprechend der verwendeten Markierungen gefiltert 

25 abgebildet. 



Das optische System gewahrleistet ferner eine kinetische, d.h. dynamische 
Aufiiahme der Reaktionsergebnisse. Insbesondere ist das optische System der 
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erfindungsgemaBen Vorrichtung dazu geeignet, den zeitlichen Verlauf eines 
Silberniederschlags zur Verstarkung von Hybridisierungssignalen zwischen Gold- 
markierten Target-Molekulen und der Substanzbibliothek aufeuzeichnen. Der 
hochintegrierte Aufbau der erfindungsgemaBen Vorrichtung erlaubt die Obergabe 
5 von mehreren Bildern wahrend des Reaktionsverlaufs zur Verarbeitung in einem 
geeigneten Datenverarbeitungsmodul oder Controller. 

Die durch den zeitlichen Verlauf der Niederschlagsbildung entstehenden 
Veranderungen auf den jeweiligen Array-Elementen konnen in der 
1 0 erfindungsgemaBen Vorrichtung, wie u.a. in der internationalen Patentanmeldung 
WO 02/02810 ausfuhrlich beschrieben ist, ausgewertet werden. Auf den 
diesbezilglichen Inhalt der internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 wird 
hiermit ebenfalls ausdriicklich Bezug genommen. 

1 5 Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann beispielsweise so ausgefuhrt sein, dass der 
Kammerkorper der Reaktionskammer, der den Chip mit der Detektionsflache enthalt, 
dichtend auf einem Kammertrager so aufgebracht ist, dass ein Probenraum mit einem 
Kapillarspalt zwischen dem Kammertrager und der Detektionsflache bzw. dem 
Substrat des Chips gebildet wird, der temperaturregulierbar und durchflusssteuerbar 

20 ist. Diese Art der Konstruktion erlaubt es, Reaktionen durchzuftihren, die nur in 
bestimmten Temperaturbereichen effizient ablaufen, und die Reaktionsprodukte 
vorzugsweise gleichzeitig durch Chip-basierte Experimente zu detektieren. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann somit zum Beispiel verwendet werden, urn 
25 nahezu gleichzeitig durch PCR Nukleinsauremolekiile zu vervielfaltigen und die 
PCR-Produkte durch Chip-basierte Experimente nachzuweisen. Die 
Probenfliissigkeit fur derartige Reaktionen kann durch entsprechende Mittel zur 
Temperaturregulation effizient beheizt imd gekuhlt werden. 
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Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann auch verwendet werden, urn eine reverse 
Transkription-Reaktion durchzufiihren und auf diese Weise mRNA in cDNA zu 
iiberfuhren und die Reaktionsprodukte durch Hybridisierung am Chip zu 
5 charakterisieren. Auf diese Weise kann ein so genanntes "gene profiling" 
durchgefuhrt werden. Da sowohl die reverse Transkription als auch die 
Hybridisierung in einer Kammer durchgefuhrt werden, ist dieses Verfahren auBerst 
zeiteffizient und wenig storanfallig. 

10 Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung kann ferner zum Beispiel ein 

Restriktionsverdau bei gewQnschten Temperaturen in der Reaktionskammer 
durchgefuhrt werden und die Reaktionsprodukte durch Hybridisierung an einem 
Chip charakterisiert werden. Die Denaturierung der Enzyme kann durch 
Hitzedeaktivierung erfolgen. Damit ermoglicht die erfindungsgemaBe Vorrichtung 

1 5 eine zeiteffiziente RestriMons-Fragment-I^gen-PolymorpHsmus-Kartienmg 
(RFLP-Kartierung). 

Mit einer erfindungsgemaBen Vorrichtung kann ferner zum Beispiel auch eine 
Ligation durchgefuhrt werden. 

20 

Des Weiteren kann mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung das Schmelzverhalten 
von Nvikleinsauretarget-/Nukleinsauresonde-Komplexen in Abhangigkeit von der 
Temperatur untersucht werden. 

25 ErfindungsgemaBe Vorrichtungen konnen femer verwendet werden, um das 
Bindungsverhalten von Proteinen in Abhangigkeit von der Temperatur 
durchzufiihren. Zum Beispiel kann auf diese Weise getestet werden, ob Antikorper 
nach Erhitzen uber einen langeren Zeitraum noch in der Lage sind, ihre 
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entsprechenden Antigene zu binden. Voraussetzung hierfur ist, dass in diesem Fall 
der Chip nicht durch Nukleinsauremolekiile, sondern durch die entsprechenden 
Proteine bzw. Peptide funktionalisiert ist. 

5 Der KammerkSrper der Reaktionskammer besteht vorzugsweise aus Materialien wie 
Glas, Kunststoff und/oder Metallen wie Edelstahl, Aluminium und Messing. Zu 
seiner Herstellung konnen beispielsweise Spritzguss-geeignete Kunststoffe 
verwendet werden. Unter anderem sind Kunststoffe wie Makrolon, Nylon, PMMA 
und Teflon denkbar. Alternativ kann der Reaktionsraum zwischen 

1 0 Substanzbibliothekentrager und Kammertrager aber auch durch Septen 

abgeschlossen sein, die beispielsweise ein Befullen des Reaktionsraums mittels 
Spritzen ermoglichen. Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn besteht der 
KammerkSrper aus optisch durchlassigen Materialien wie Glas, PMMA, 
Polycarbonat, Polystyrol und/oder Topas. Dabei ist die Wahl der Materialien dem 

1 5 Verwendungszweck der Vorrichtung anzupassen. Zum Beispiel sind die 

Temperaturen, denen die Vorrichtung ausgesetzt sein wird, bei der Wahl der 
Materialien zu beachten. Soil die Vorrichtung zum Beispiel fur die Durchfuhrung 
einer PCR verwendet werden, durfen z.B. nur solche Kunststofife eingesetzt werden, 
die uber langere Zeitraume bei Temperaturen wie 95°C stabil sind. 

20 

Der Kammertrager besteht vorzugsweise aus Glas, Kunststoffen, Silizium, Metallen 
und/oder keramischen Materialien. Zum Beispiel kann der Kammertrager aus 
Aluminiumoxid-Keramiken, Nylon und/oder Teflon bestehen. 

25 Bei einer Ausfuhrungsfonn besteht der Kammertrager aus transparenten Materialien 
wie Glas und/oder optisch durchlassigen Kunststoffen, z.B. PMMA, Polycarbonat, 
Polystyrol oder Acryl. 



) 
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Vorzugsweise ist der Kammertrager und/oder das Substrat mit in der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung integrierten Mitteln zur Temperaturbeaufschlagung 
verbunden und sollte dann bevorzugt aus Materialien bestehen, die gut warmeleitend 
sind. Derartige warmeleitfahige Materialien bieten den wesentlichen Vorteil, dass sie 
5 ein homogenes Temperaturprofil iiber die gesamte Flache des Reaktionsraums 
gewahrleisten und somit temperaturabhangige Reaktionen wie beispielsweise eine 
PCR in der gesamten Reaktionskammer homogen, mit hoher Ausbeute und mit hoher 
Genauigkeit steuerbar bzw. regelbar durchfuhrbar sind. 

1 0 Somit bestehen der Kammertrager und/oder das Substrat bei einer bevorzugten 

Ausfuhrungsform aus Materialien mit einer hohen Wanneleitfahigkeit, vorzugsweise 
mit einer Wanneleitfahigkeit im Bereich von 1 5 bis 500 Wm^K" 1 , besonders 
bevorzugt im Bereich von 50 bis 300 Wm^K" 1 und am meisten bevorzugt im Bereich 
von 100 bis 200 Wnf l K"\ wobei die Materialien ublicherweise nicht optisch 

1 5 transparent sind. Beispiele fur geeignete warmeleitfahige Materialien sind Silizium, 
keramische Materialien wie Aluminiumoxid-Keramiken und/oder Metalle wie 
Edelstahl, Aluminium oder Messing. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Substrat aus 
20 Materialien mit einer hohen Wanneleitfahigkeit wie beispielsweise keramischen 
Materialien. Bei dieser Ausfiihrungsform wird das Substrat mit einem Mittel zur 
Temperaturbeaufschlagung verbunden, wodurch die gegeniiberliegende Seite, der 
Kammertrager, aus einem Material ausgefuhrt sein kann, dass nicht iiber eine 
ausgepragte Wanneleitfahigkeit verfiigt, wie z.B. einem Material, das auch fur den 
25 iibrigen Kammerkorper eingesetzt wird. Somit wird im Gegensatz zu einer 

Ausfuhrungsform, bei der sowohl der Kammertrager als auch das Substrat aus einem 
kostenintensiven Material besteht, bei dieser Ausfuhrungsform ein kostenintensives 
Bauteil eingespart 
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Besteht das Substrat bzw. der Trager der erfindungsgemaBen Vorrichtung im . 
Wesentlichen aus keramischen Materialien, so werden vorzugsweise 
Aluminiumoxid-Keramiken eingesetzt. Beispiele fur derartige Aluminiumoxid- 
5 Keramiken sind die Keramiken A-473, A-476 sowie A-493 der Firma Kyocera 
(Neuss, Deutschland). Die Keramiken unterscheiden sich im Wesentlichen im 
jeweiligen Anteil an Aluminiumoxid (A-473: 93%, A-476: 96% und A-493: 99,%) 
sowie in ihrer Oberflachenrauigkeit. Besonders bevorzugt werden Aluminium-Oxid- 
Keramiken eingesetzt, die eine moglichst geringe Oberflachenrauigkeit aufweisen. 

10 

Vorzugsweise ist der Kammertrager und/oder das Substrat auf seiner Riickseite, d.h. 
der der Reaktionskammer abgewandten Seite mit ggf. miniaturisierten 
Temperaturfuhlern und/oder Elektroden versehen bzw. weist dort Heizerstrukturen 
auf, so dass ein Temperieren der Probenfliissigkeit sowie eine Durchmischung der 
1 5 Probenfliissigkeit durch einen induzierten elektroosmotischen Fluss moglich ist. 

4 

I 

Die Temperaturfiihler konnen beispielsweise als Nickel-Chrom-Dunnfilm- 
Widerstandstemperaturfuhler ausgefiihrt sein. 

20 Die Elektroden konnen beispielsweise als Gold-Titan-Elektroden und insbesondere 
als Quadrupol ausgefiihrt sein. 

Die Mittel zur Temperaturbeaufschlagung konnen vorzugsweise so gewahlt werden, 
dass ein schnelles Erhitzen und Abkiihlen der Flussigkeit im Kapillarspalt moglich 
25 ist. Unter schnellem Erhitzen und Abkuhlen wird dabei verstanden, dass durch die 
Mittel zur Temperaturbeaufschlagung Temperaturanderungen in einem Bereich von 
0,2°K/s bis 30°K/s, vorzugsweise von 0,5°K/s bis 15°K/s, besonders bevorzugt von 
2°K/s bis 15° K/s und am meisten bevorzugt von 8°K/s bis 12°K/s oder etwa 10 °K/s 
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vermittelt werden k6nnen. Vorzugsweise konnen durch die Mittel zur 
Temperaturbeaufschlagung auch Temperaturanderungen von l°K/s bis 10°K/s 
vermittelt werden. 

5 Die Mittel zur Temperaturbeaufschlagung, zum Beispiel in Form von Heizern, 
konnen beispielsweise als Nickel-Chrom-Diinnfilm-Widerstandsheizer ausgefuhrt 

sein. 

FQr weitere Einzelheiten tiber die Spezifikation und Dimension der 
10 Temperaturfuhler, Mittel zur Temperaturbeaufschlagung und der Elektroden wird auf 
den Inhalt der internationalen Patentanmeldung WO 01/02094 verwiesen. 

Der Chip bzw. das Substrat kann vorzugsweise aus Borofloat-Glasern, Quarzglas, 
einkristallinem CaF 2 , Saphir-Scheiben, Topas, PMMA, Polycarbonat und/oder 
1 5 Polystyrol bestehen. Die Wahl der Materialien ist ebenfalls am spateren 

Verwendungszweck der Vorrichtung bzw. des Chips auszurichten. Wird der Chip 
zum Beispiel fur die Charakterisierung von PCR-Produkten verwendet, durfen nur 
solche Materialien eingesetzt werden, die einer Temperatur von 95°C standhalten 
konnen. 

20 

Die Chips sind bevorzugt durch Nukleinsauremolekiile, insbesondere durch DNA- 
oder RNA-Molekule funktionalisiert. Sie konnen aber auch durch Peptide und/oder 
Proteine, wie zum Beispiel Antik6rper, Rezeptormolektlle, pharmazeutisch aktive 
Peptide und/oder Hormone funktionalisiert werden. 

25 

Erfolgt die Detektion des zeithchen Verlaufs von Niederschlagsbildungen auf der 
Detektionsflache im Dunkelfeld, d.h. werden Anderungen der 
Streuungseigenschaften der Detektionsflache detektieit, sind bevorzugte Materialien 
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fur den Substanzbibliothekentrager optische transparente Materialien wie Glas, 
besonders bevorzugt Borosilikatglas, und transparente Polymere wie z.B. PMMA, 
Polycarbonat und/oder Acryl; fiir den Kammertrager optisch transparente 
Materialien, wie Glas und/oder Kunststoffe, und insbesondere optisch nicht 
5 transparente Materialien wie Silizium, keramische Materialien; und fiir die 

Reaktionskammer Kunststoffe wie Makrolon, PMMA, Polycarbonat, Teflon und 
dergleichen, Metalle wie Edelstahl, Aluminium, und/oder Messing sowie Glas. 
Alternativ kann bei Durchfuhrung von Dunkelfeldmessungen der erfindungsgemaBen 

■ 

Vorrichtung der Kammertrager aus optisch transparenten Materialien bestehen, 
1 0 wahrend der Substanzbibliothekentrager aus optisch nicht transparenten Materialien 
besteht 

Bei einer AusfUhrungsform umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung zusatzlich 
mindestens einen Fluidbehalter, der mit der Reaktionskammer verbunden ist, sowie 
1 5 gegebenenfalls eine Einheit zur Steuerung des Be- und Entladens der 

Reaktionskammer mit Fluiden. Unter Fluiden werden im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung Flussigkeiten oder Gase verstanden. Die Verbindung der Fluidbehalter mit 
der Reaktionskammer kann beispielsweise wie in der internationalen 
Patentanmeldung WO 01/02094 ausgefuhrt sein. 

20 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung eine 
mit dem optischen System verbundene Einheit zur Verarbeitung von durch das 
optische System aufgenommenen Signalen. Diese Kopplung von Detektiereinheit 
und Verarbeitungseinheit, die die Umwandlung der Reaktionsergebnisse in das 
25 Analyseergebnis gewahrleistet, erlaubt u.a. den Einsatz der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung als Handgerat beispielsweise in der medizinischen Diagnostik. 



WO 2004/087951 PCT/EP2004/003532 



-41- 



Vorzugsweise umfasst die Vorrichtung ferner eine Schnittstelle fur externe Rechner. 
Dies erlaubt die Cfbertragung von Daten zur Speicherung auBerhalb der Vorrichtung. 

Das optische System, mit dem der zeitliche Verlauf von Niederschlagsbildungen auf 
5 der Detektionsflache des Chips detektierbar ist, umfasst vorzugsweise einen 

zweidimensional auslesbaren Detektor. Der Detektor ist vorzugsweise eine Kamera, 
insbesondere eine CCD- oder CMOS-Kamera oder eine ahnliche Kamera. Durch 
Verwendung von Kameras mit elektrischen Bildwandlern wie zum Beispiel CCD- 
oder CMOS-Chips k6nnen hohe ortliche Auflosungen realisiert werden. 

10 

Die im optischen System der erfindungsgemaBen Vorrichtung eingesetzten Kameras 
gewahrleisten, dass die Beleuchtungsintensitat homogen auf der abzubildenden 
Flache verteilt ist und die zu detektierenden Signale durch Reflexion, 
Transmissionsmodulation, Streuung, Polarisationsmodulation und dergleichen mit 

1 5 der eingesetzten Detektionstechnik im Rahmen der zur Verftigung stehenden 

Dynamik abbildbar ist. Derartige Beleuchtungsverfahren sind beispielsweise in der 
internationalen Patentanmeldung WO 00/72018 beschrieben sowie auch kommerziell 
verfiigbar (zum Beispiel von Vision & Control GmbH (Suhl, Deutschland) fur 
Dunkelfeldbeleuchtungen und von Edmund Industrieoptik GmbH (Karlsruhe, 

20 Deutschland) fur LED-Ringlicht) . 

Eine hohe ortliche Auflosung der zu detektierenden Flache kann beispielsweise auch 
durch die Abbildung auf Detektoren wie Spiegel-Arrays oder LCD-Elemente und 
deren Verstellung gemafi eines zu detektierenden Musters oder einer zu 
25 definierenden Flache erreicht werden, wie es beispielsweise flir 

Fluoreszenzanwendungen in der deutschen Offenlegungsschrift DE 199 14 279 
beschrieben ist. Der Vorteil eines derartigen Detektors bei der Messung von 
Reflexions- oder Transmissionsmodulationen besteht in der Integration der 
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thermischen, elektrischen und fluidischen Steuerung bzw. Regelung in der 
Moglichkeit der optischen Signalverarbeitung und somit in geringeren technischen 
Anforderungen an die involvierte Rechentechnik. 

5 Die Detektoren zeichnen ublicherweise den gesamten Bereich des Sonden- Arrays 
auf. 

Alternativ konnen auch scannende Detektoren zum Auslesen des Chips eingesetzt 
werden. Bei der Verwendung von scannenden Punktlichtquellen und/oder 

1 0 scannenden Detektoren umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung bewegliche 
optische Komponenten zur Lichtfuhrung bzw. bewegliche mechanische 
Komponenten zur Halterung der Reaktionskammern, so dass die Fuhrung der 
jeweiligen Komponenten uber die einzelnen abzutastenden Positioned das heifit die 
jeweiligen Messpunkte, gewahrleistet ist. Die Bildaufhahme erfolgt bei dieser 

1 5 Ausfuhrungsform durch eine rechnerische Rekonstruktion des Bildes aus den 

jeweiligen Messpunkten. Insbesondere ist die Kamera bei dieser Ausfuhrungsform 
eine bewegbare Zeilenkamera. 

Ferner umfasst das optische System vorzugsweise zusatzlich eine Lichtquelle, 
20 besonders bevorzugt eine multispektrale oder eine koharente Lichtquelle. Beispiele 
fur Lichtquellen im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Laser, Licht- 
emittierende Dioden (LED) und/oder Hochdrucklampen. Die Lichtquelle des 
optischen Systems gewahrleistet vorzugsweise eine homogene Beleuchtung des 
Tragers. 

25 

Neben punktformigen Lichtquellen k6nnen auch Lichtquellen in Form von 
Beleuchtungs-Arrays in der erfindungsgemaBen Vorrichtung Verwendung finden. 
Eine homogene Beleuchtung des Tragers kann in dieser Ausgestaltung 
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beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, dass die Lichtquelle mehrere diffus 
strahlende Lichtquellen umfasst, deren Uberlagerung in einer homogenen 
Beleuchtung resultiert. So ermoglichen beispielsweise difius streuende LED, die 
matrixfbrmig angeordnet sind, auf kurze Entfernungen zur Probe eine homogene 
5 Beleuchtung. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung derart 
ausgefiihrt sein, dass die Detektionsflache durch die Lichtquelle zeilenformig 
abtastbar ist. Falls eine rasterformige bzw. scannende Fiihrung des Lichtstrahls uber 
1 0 die Detektionsflache ge wiinscht ist, sind folgende Ausfuhrungsmoglichkeiten fur die 
erfindungsgemaBe Vorrichtung denkbar: 

Z.B. kann die Detektionsflache bzw. die Reaktionskammer beweglich ausgefiihrt 
sein und an einer ortsfesten Lichtquelle vorbeigefuhrt werden. Ist die Lichtquelle ein 
1 5 Laser, ist der Laser dabei in Ruhestellung. Feraer kann die Detektionsflache in 
Ruhestellung vorliegen und ein beweglicher Laserstrahl iiber die Detektionsflache 
gefuhrt werden. SchUeBlich ist es auch moglich, dass die Lichtquelle in einer Achse 
und die Detektionsflache in der anderen Achse bewegt werden. 

20 Bei einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
umfasst die Vorrichtung zusatzlich Linsen, Spiegel und/oder Filter. Der Einsatz von 
Filtern ermdglicht zum einen die spektrale Eingrenzung der homogenen Beleuchtung 
und zum anderen die Beleuchtung der Proben mit verschiedenen WellenlSngen. Bei 
einer weiteren Variante umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung zusatzlich 

25 Filterwechsler. Mit diesen Filterwechslern konnen die optischen Filter schnell 

gewechselt werden und somit mogliche Fehlinformationen, die zum Beispiel durch 
Verunreinigungen auftreten, eindeutig erkannt und eliminiert werden. 
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Wie bereits vorstehend erwahnt, ist das optische System vorzugsweise derart 
ausgestaltet, dass die Detektionsflache homogen beleuchtbar ist, vorzugsweise mit 
einer Beleuchtungsintensitats-Homogenitat von mindestens 50%, besonders 
bevorzugt von mindestens 60% und am meisten bevorzugt von mindestens 70%. 

5 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung ist das optische System derart ausgestaltet, dass der zeitliche Verlauf der 
Anderung von Transmissionseigenschaften der Detektionsflache detektierbar ist. 
Dies kann beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, dass Lichtquelle und 
1 0 Detektor auf entgegengesetzten Seiten in der Reaktionskammer angeordnet sind und 
die Reaktionskammer einschlieBlich des Tragers fur die Detektionsflache zumindest 
* im Bereich des Strahlengangs von der Lichtquelle zum Detektor optisch transparent 
ist. 

1 5 Bei einer weiteren Ausflihrungsform ist das optische System derart angeordnet, dass 
der zeitliche Verlauf der Anderung von Reflexionseigenschaften der 
Detektionsflache detektierbar ist. Bei einer bevorzugten Ausfflhrungsform zur 
Messung der ReflektivMt befindet sich zusatzlich ein Oberflachenspiegel auf der 
Unterseite des tragerelements. Der Nachteil der schlechten Reflexion der Probe wird 

20 in dieser Ausgestaltung durch Transmissionseffekte erganzt, in denen das 
Beleuchtungslicht tiber eine Spiegelschicht hinter der Probe, entweder als 
eigenstandiger Spiegel oder als auf der Ruckseite des ProbentrSgers aufgetragene 
Schicht, reflektiert. Dabei kann beispielsweise ein Flachenstrahler auf der 
gegenuberliegenden Seite des Tragerelements und damit auch zum Sensor 

25 beispielsweise einer CCD-Kamera angeordnet werden. Auf diese Weise wird eine 
sehr kompakte Anordnung ermoglicht. Bei einer weiteren bevorzugten 
Ausgestaltung, insbesondere wenn die Reflektivitat des Tragerelements gemessen 
wird, umfasst die Vorrichtung zusatzlich einen halbdurchlassigen Spiegel zwischen 
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Lichtquelle und Tragerelement Bei dieser Ausfiihrungsform gelangt das Licht der 
Lichtquelle durch einen halbdurchlassigen Spiegel auf die Probe und das Bild wird in 
Reflexion durch den halbdurchlassigen Spiegel und gegebenenfalls eine 
Ausleseoptik auf eine Kamera abgebildet. 

5 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaJien 
Vorrichtung ist das optische System derart angeordnet, dass der zeitliche Verlauf der 
Anderung von Streuungseigenschaften der Detektionsflache detektierbar ist. Dabei 
sind Lichtquelle und Detektor vorzugsweise auf derselben Seite der zu 

10 detektierenden Flache angeordnet Das optische System kann bei dieser 

Ausfuhrungsform beispielsweise derart angeordnet sein, dass die Probe bzw. der 
Chip in einem bestimmten Winkel, der vorzugsweise kleiner 45°C und besonders 
bevorzugt kleiner 30°C ist, beleuchtbar ist. Der Beleuchtungswinkel wird so gewahlt, 
dass das eingestrahlte Licht ohne das Vorhandensein lokaler Streuzentren, d.h. z.B. 

15 vor einer Niederschlagsbildung auf der Detektionsflache, nicht direkt in den 

Detektionsstrahlengang reflektiert wird und somit kein Signal detektierbar ist. Treten 
lokale Streuzentren auf der Detektionsflache auf, z.B. durch Bildung eines 
Niederschlags, gelangt ein Teil des eingestrahlten Lichtes in den 
Detektionsstrahlengang und fuhrt somit zu einem messbaren Signal in dem optischen 

20 System der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 

Besonders bevorzugt ist der Kammertrager oder der Substanzbibliothekentrager 
zumindest im Bereich der Detektionsflache bei dieser Ausfuhrungsform optisch nicht 
transparent. Geeignete nicht optisch transparente Materialien sind beispielsweise 
25 Silizium, keramische Werkstoffe oder Metalle. Der Einsatz eines nicht optisch 
transparenten Kammertragers hat den Vorteil, dass aufgrund von vorteilhaften 
physikalischen Eigenschaften der Tragennaterialien eine leichtere, exaktere und 
homogenere Temperatursteuerung der Reaktionskammer gewahrleistet ist, so dass 
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eine erfolgreiche Durchfuhrung von temperatursensitiven Reaktionen wie eine PCR 
gewShrleistet ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
5 Vorrichtung ist der Anregungsstrahlengang der Lichtquelle derart gestaltet, dass 
Bereiche parallelen Lichtes vorliegen und somit Interferenzfilter ohne Verschiebung 
ihrer Transmissionsfenster in das optische System eingebracht werden konnen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
10 Vorrichtung ist der Detektionsstrahlengang derart gestaltet, dass Bereiche parallelen 
Lichtes vorliegen und somit Interferenzfilter ohne Verschiebung ihrer 
Transmissionsfenster in das optische System einbringbar sind. 

Interferenzfilter verandern ihre spektrale Selektivitat bei nichtparallelen 
1 5 Strahlengangen stark. Ermoglicht das optische System durch das Vorhandensein von 
Bereichen parallelen Lichtes die Einbringung bzw. Anordnung von Interferenzfiltera 
in der erfindungsgemaBen Vorrichtung, ohne deren spektrale Selektivitat zu 
verandern, so ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung auch zur Detektion molekularer 
Wechselwirkungen von mit Fluorochromen markierten Substanzen geeignet. Somit 
20 kann eine universale CCD-basierte Reaktions- und Detektionsvorrichtung realisiert 
werden. 

Bei dieser Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung, die auch zur 
Detektion von Fluoreszenzmarkierung geeignet ist, kann das optische System, bei 
25 der Verwendung von weiBem oder multispektralem Licht wie z.B. 

Halogenbeleuchtung, Xenon, WeiBlicht-LED und dergleichen, z.B. zwei Filter im 
Beleuchtungs- und Detektionsstrahlengang oder, bei der Verwendung monochromer 
Lichtquellen wie z.B. LED oder Laser, z.B. einen Filter im Detektionstrahlengang 
aufweisen. 
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Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Reaktionskammer iiber eine 
Datenmatrix individuell gekennzeichnet. Dazu wird bei der Herstellung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ein Datensatz in einer Datenbank gespeichert, 

5 welcher Informationen ttber die Substanzbibliothek, die Durchfiihrung der 
Nachweisreaktion und dergleichen enthalt. So kann der Datensatz insbesondere 
Informationen iiber die Anordnung der Sonden auf dem Array sowie Informationen 
daniber enthalten, wie die Auswertung am vorteilhaftesten zu erfolgen hat, Der 
Datensatz bzw. die Datenmatrix kann ferner Informationen iiber das Temperatur- 

1 0 Zeit-Regime einer ggf . durchzufiihrenden PCR zur Vervielfaltigung der 

Zielmolekiile enthalten. Der so erstellte Datensatz erhalt vorzugsweise eine Nummer, 
die in Form der Datenmatrix auf der Halterung angebracht wird. Uber die in der 
Datenmatrix verzeichnete Nummer kann dann ggf. beim Auslesen der Substanz- 
bibliothek der angelegte Datensatz aufgerufen werden. SchlieBlich kann die 

1 5 Datenmatrix von der Temperatursteuerungs- bzw. -regeleinheit und anderen 
Controllern wie z.B. einer Steuerung fur die Be- und Entfullung der 
Reaktionskammer iiber die Fluidbehalter ausgelesen werden und so eine 
automatische Durchfiihrung von Vervielfaltigungs- imd Nachweisreaktion 
gewahrleistet werden. 

20 

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung zur 
Vervielfaltigung und zum Nachweis von Nukleinsauren bereit gestellt, die ebenfalls 
eine wie vorstehend beschriebene Temperatursteuerungs- imd/oder -regeleinheit; 
sowie eine wie vorstehend beschriebene Reaktionskammer enthalt, die einen Trager 
25 mit einer Detektionsflache, auf der eine Substanzbibliothek immobilisiert ist, 
umfasst, wobei die Temperatur in der Reaktionskammer durch die 
Temperatursteuerungs- und -regeleinheit steuerbar und/oder regelbar ist. 
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Anstelle eines optischen Systems weist die Vorrichtung bei diesem Aspekt der 
vorliegenden Erfmdung jedoch elektrische Kontakte an den jeweiligen Array-Spots 
auf. Diese elektrischen Kontakte konnen beispielsweise uber Elektroden kontaktiert 
werden. Durch die Bildung eines metallischenNiederschlags auf den Array- 

5 Elementen zur Signalverstarkung der an die Substanzbibliothek gebundenen, 

beispielsweise Gold-markierten Targets wachst auf den Array-Spots, an denen eine 
derartige Bindung stattgefunden hat, ein leitfahiges Material auf, das zu einer 
Veranderung des lokalen Widerstands fuhrt. Somit ist iiber die elektrischen Kontakte 
an den Array-Spots eine Modulation bestimmter elektrischer Parameter wie 

1 0 beispielsweise Leitfahigkeit, Widerstand und Permeabilitat moglich. 

Vorzugsweise weist der Substanzbibliothekentrager der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung bei diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung eine dreidimensionale 
Struktur auf, die zum Beispiel durch Erhebungen, Grund- und/oder 
1 5 Durchgangsbohrungen gebildet wird, wodurch der Effekt in der Verschmelzung des 
aufwachsenden leitfahigen Materials durch den sich bildenden Niederschlag mit den 
elektrischen Kontakten und die daraus resultierende Anderung elektrischer Parameter 
unterstiitzt wird. 

20 Die auf der optischen Detektion basierende erfindungsgemafie Vorrichtung weist 
vorzugsweise eine Fluidikeinheit zum Austausch von Losungen in der 
Reaktionskammer, eine Temperatursteuer- oder -regeleinheit, sowie ein fur 
dynamische Messungen geeignetes optisches System auf. Die vorstehend genannten 
Einheiten konnen gegebenenfalls geratetechnisch durch die Realisierung 

25 entsprechender Schnittstellen auch separat ausgefuhrt sein. 

SubstanzbibUotheken, die auf den Microarrays oder Chips immobilisiert sind, sind 
insbesondere Proteinbibliotheken wie Antikorper-, Rezeptorprotein- oder 
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Membranproteinbibliotheken, Peptidbibliotheken wie Rezeptorligandenbibliotheken, 
Bibliotheken pharmakologisch aktiver Peptide oder Bibliotheken von 
Peptidhormonen, und Nukleinsaurebibliotheken wie DNA- oder RNA- 
Molekiilbibliotheken. Besonders bevorzugt sind es Nukleinsaurebibliotheken. 

. 5 

Wie bereits vorstehend erwahnt, ist die Substanzbibliothek vorzugsweise in Form 
eines Microarrays, besonders bevorzugt mit einer Dichte von 2 bis 10.000 Array- 
Spots pro cm 2 , am meisten bevorzugt mit einer Dichte von 50 bis 5000 Array-Spots 
pro cm 2 , auf dem Substanzbibliothekentrager bzw. der Detektionsflache 
10 immobilisiert 

Die Reaktionskammer der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist bei samtlichen 
vorstehend beschriebenen Ausfuhrungsformen vorzugsweise als Kapillarspalt 
ausgestaltet Der Kapillarspalt weist vorzugsweise eine Dicke im Bereich von 10 \xm 
15 bis 200 jim, besonders bevorzugt im Bereich von 25 \im bis 150 \im und am meisten 
bevorzugt im Bereich von 50 \un bis 100 \im auf. Bei speziellen Ausgestaltungen 
weist der Kapillarspalt eine Dicke von 60 \xm, 70 p.m, 80 \im oder 90 \im auf. 

Bei einer alternativen Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung weist 
20 der Reaktionsraum bzw. die Reaktionskammer beispielsweise eine Dicke von 

0,7 mm bis 2,5 mm, vorzugsweise von 1,0 mm bis 2,0 mm und besonders bevorzugt 
von 1,2 mm bis 1,8 mm auf. Bei einer speziellen Ausgestaltung betragt die Dicke des 
Reaktionsraums 1,5 mm. 

25 Ferner ist bei samtlichen vorstehend beschriebenen Ausfuhrungsformen der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung eine Voramplifikation des zu analysierenden 
Materials nicht erforderlich. Von dem aus Bakterien, Blut oder anderen Zellen 
extrahierten Probenmaterial konnen gezielte Teilbereiche mit Hilfe einer PGR 
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(Polymerase-Kettenreaktion) insbesondere in Anwesenheit der erfindungsgemSBen 
Vorrichtung bzw. des Substanzbibliothekentragers wie in DE 102 53 966 
beschrieben amplifiziert und an den Trager hybridisiert werden. Dies stellt eine 
wesentliche Vereinfachung des Arbeitsaufwands dar. 

5 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist somit insbesondere zur Verwendung bei der 
parallelen Durchfuhrung von Amplifikation der zu analysierenden Zielmolekule 
durch PCR und Nachweis durch Hybridisierung der Zielmolekiile mit dem 
Substanzbibliothekentrager geeignet. Dabei wird die nachzuweisende Nukleinsaure 

i 

1 0 zuniichst durch eine PCR amplifiziert, wobei der Reaktion zu Anfang vorzugsweise 
mindestens ein Kompetitor zugesetzt wird, der die Bildung eines der beiden durch 
die PCR amplifizierten Template-Strange inhibiert. Insbesondere wird bei der PCR 
ein DNA-Molekul zugesetzt, das mit einem der zur PCR-Amplifikation des 
Templates verwendeten Primer urn die Bindung an das Template konkurriert, und 

1 5 nicht enzymatisch verlangert werden kann. Die durch die PCR amplifizierten 

einzelstrangigen Nukleinsauremolekule werden dann durch Hybridisierung mit einer 
komplementaren Sonde nachgewiesen. Alternativ wird die nachzuweisende 
Nukleinsaure zunachst im Einzelstranguberschuss durch eine PCR amplifiziert und 
durch eine anschlieBende Hybridisierung mit einer komplementaren Sonde 

20 nachgewiesen, wobei der PCR-Reaktion zu Anfang ein Kompetitor zugesetzt wird, 
bei dem es sich urn ein DNA-Molekttl oder ein Molekul eines Nukleinsaure- 
Analogons handelt, das an einen der beiden Strange des Templates hybridisieren 
kann, aber nicht an den Bereich, der durch die Sonden-Hybridisierung nachgewiesen 
wird, und das enzymatisch nicht verlangerbar ist. 

25 

Als Kompetitor in der PCR kann jedes Molekul eingesetzt werden, das eine 
bevorzugte Amplifikation nur eines der beiden in der PCR-Reaktion vorhandenen 
Template-Strange bewirkt Bei Kompetitoren kann es sich daher erfindungsgemaB 
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urn Proteine, urn Peptide, urn DNA-Liganden, urn Interkalatoren, urn Nukleinsauren 
oder deren Analoga handeln. Als Kompetitoren werden bevorzugt Proteine bzw. 
Peptide eingesetzt, die in der Lage sind, einzelstrangige Nukleinsauren mit Sequenz- 
Spezifitat zu binden und iiber die oben definierten Eigenschaften verftigen. 
5 Besonders bevorzugt werden als Sekundarstrukturbrecher Nukleinsauremolekiile und 
Nukleinsaure-Analoga-Molekule eingesetzt. 

Durch anfangliche Zugabe des Kompetitors zur PCR wahrend der Amplifikation 
wird die Bildung eines der beiden Template-Strange im Wesentlichen inhibiert. "Im 

1 0 Wesentlichen inhibiert" bedeutet, dass im Rahmen der PCR ein ausreichender 

Einzelstranguberschuss und eine ausreichende Menge des anderen Template-Strangs 
hergestellt werden, urn einen effizienten Nachweis des amplifizierten Strangs durch 
die Hybridisierung zu gewahrleisten. Die Amplifikation erfolgt damit nicht einer 
exponentiellen Kinetik der Form 2 n (mit n = Anzahl der Zyklen), sondern einer 

1 5 gedampften Amplifikationskinetik der Form <2 n . 

Der durch die PCR erzielte Einzelstranguberschuss betragt gegeniiber dem nicht- 
amplifizierten Strang den Faktor 1,1 bis 1000, bevorzugt den Faktor 1,1 bis 300, 
ebenfalls bevorzugt den Faktor 1,1 bis 100, besonders bevorzugt den Faktor 1,5 bis 
20 100, ebenfalls besonders bevorzugt den Faktor 1,5 bis 50, insbesondere bevorzugt 
den Faktor 1,5 bis 20 und am meisten bevorzugt den Faktor 1,5 bis 10. 

Typischerweise wird die Funktion eines Kompetitors darin bestehen, dass er selektiv 
an einen der beiden Template-Strange bindet und damit die Amplifikation des 
25 entsprechenden komplementaren Stranges behindert. Als Kompetitoren kommen 
daher einzelstrangige DNA- oder RNA-bindende Proteine mit Spezifitat fur einen 
der beiden in einer PCR zu amplifizierenden Template-Strange in Frage. Ebenso 
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kann es sich urn Aptamere handeln, die Sequenz-spezifisch nur an bestimmte 
Bereiche eines der beiden zu amplifizierenden Template-Strange binden. 

Bevorzugt werden Nukleinsauren oder Nukleinsaure-Analoga als Kompetitoren 
5 eingesetzt. Cfblicherweise werden die Nukleinsauren bzw. Nukleinsaure-Analoga 
dadurch als Kompetitor der PCR wirken, dass sie entweder mit einem der zur PCR 
verwendeten Primer urn die Primer-Bindungsstelle konkurrieren oder, aufgrund einer 
Sequenz-Komplementaritat mit einem Bereich eines nachzuweisenden Template- 
Strangs hybridisieren konnen. Bei diesem Bereich handelt es sich nicht urn die 
10 Sequenz, die durch die Sonde nachgewiesen wird. Solche Nukleinsaure- 
Kompetitoren sind enzymatisch nicht verlangerbar. 

Bei den Nukleinsaure-Analoga kann es sich z.B. urn sogenannte Peptid- 
Nukleinsauren (peptide nucleic acids, PNA) handeln. Bei Nukleinsaure-Analoga 

1 5 kann es sich aber auch urn Nukleinsauremolekule handeln, bei denen die Nukleotide 
iiber eine Phosphothioat-Bindung anstelle einer Phosphat-Bindung miteinander 
verknttpft sind. Ebenso kann es sich urn Nukleinsaure-Analoga handeln, bei denen 
die naturlich vorkommenden Zuckerbausteine Ribose bzw. Deoxyribose gegen 
alternative Zucker wie z.B. Arabinose oder Trehalose etc. ausgetauscht wurden. 

20 Weiterhin kann es sich bei dem Nukleinsaurederivat um „locked nucleic acid" 
(LNA) handeln. Weitere ubliche Nukleinsaure-Analoga sind dem Fachmann 

■ 

bekannt. 

Bevorzugt werden als Kompetitoren DNA- oder RNA-Molekiile, insbesondere 
25 bevorzugt DNA- oder RNA-Oligonukleotide bzw. deren Analoga eingesetzt. 

Abhangig von der Sequenz der als Kompetitoren eingesetzten Nukleinsauremolekule 
bzw. Nukleinsaure-Analoga beruht die Inhibierung der Amplification eines der 



« 
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beiden Template-Strange im Rahmen der PCR-Reaktion auf unterschiedlichen 
Mechanismen. Dies wird im Folgenden beispielhaft anhand eines DNA-Molekuls 
diskutiert. 

5 Wenn als Kompetitor z.B: ein DNA-Molekiil verwendet wird, kann dies eine 
Sequenz aufweisen, die mit der Sequenz eines der zu PCR verwendeten Primer 
zumindest teilweise derart identisch ist, dass eine spezifische Hybridisierung des 
DNA-Kompetitor-Molekuls mit dem entsprechenden Template-Strang unter 
stringenten Bedingungen moglich ist. Da das zur {Competition verwendete DNA- 

10 Molekttl erfindungsgemaB in diesem Fall nicht durch eine DNA-Polymerase 

verlangerbar ist, kompetiert das DNA-Molekiil mit dem jeweiligen Primer wahrend 
der PCR-Reaktion urn die Bindung an das Template. Je nach Mengenverhaltnis des 
DNA-Kompetitor-Molekuls zum Primer kann auf diese Weise die Amplifikation des 
durch den Primer definierten Template-Strangs derart inhibiert werden, dass die 

1 5 Herstellung dieses Template-Strangs deutlich reduziert ist. Die PCR verlauft dabei 
nach einer exponentiellen Kinetik, die hoher ist, als bei den verwendeten 
Kompetitor-Mengen zu erwarten ware. Auf diese Weise entsteht ein Einzelstrang- 
tiberschuss in einer Menge, die axxsreichend fur einen efifizienten Nachweis der 
amplifizierten Target-MolekQle durch Hybridisienmg ist. 

20 

Bei dieser Ausfiihrungsform dtirfen die zur Kompetition verwendeten Nukleinsaure- 
molekule bzw. Nukleinsaureanaloga enzymatisch nicht verlangerbar sein. 
"Enzymatisch nicht verlangerbar" bedeutet, dass die zur Amplifikation verwendete 
DNA- oder RNA-Polymerase den Nukleinsaure-Kompetitor nicht als Primer 
25 verwenden kann, d.h. nicht in der Lage ist, 3 f von der durch den Kompetitor 

definierten Sequenz den jeweiligen Gegenstrang zum Template zu synthetisieren. 
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Altemativ zu der oben dargestellten Moglichkeit kann das DNA-Kompetitor- 
Molekiil auch iiber eine Sequenz verfugen, die zu einem Bereich des 
nachzuweisenden Template-Strangs komplementiir ist, der nicht duich eine der 

Primer-Sequenzen adressiert wird, und die enzymatisch nicht verlangerbar ist. Im /- 
5 Rahmen der PCR wird das DNA-Kompetitor-Molekul dann an diesem Template- 
Strang hybridisieren und die Amplifikation dieses Stranges entsprechend blockieren. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass die Sequenzen von DNA-Kompetitor-Molektilen 
oder allgemein Nukleinsaure-Kompetitor-Molekttlen entsprechend gewahlt werden 

10 konnen. Wenn die Nukleinsaure-Kompetitor-Molekiile eine Sequenz aufweisen, die 
nicht mit der Sequenz eines der zur PCR verwendeten Primer im Wesentlichen 
identisch, sondern zu einem anderen Bereich des nachzuweisenden Template-Strangs 
komplementar ist, ist diese Sequenz so zu wShlen, dass sie nicht in den Bereich der 
Template-Sequenz fallt, der im Rahmen der Hybridisierung mit einer Sonde 

1 5 nachgewiesen wird. Dies ist deswegen notwendig, da zwischen der PCR und der 
Hybridisiemngsreaktion keine Aufarbeitungsreaktion stattfinden muss. Wiirde als 
Kompetitor ein Nukleinsauremolekul verwendet, das in den nachzuweisenden 
Bereich fallt, wiirde dies mit dem einzelstrangigen Target-Molekiil urn die Bindung 
an die Sonde kompetieren. 

20 

Bevorzugt hybridisieren solche Kompetitoren in der Nahe der Template-Sequenz, die 
durch die Sonde nachgewiesen wird. Die Positionsangabe "in der Nahe" ist dabei 
erfindungsgemaB so zu verstehen, wie sie fiir Sekimdarstrukturbrecher angegeben ist. 
Allerdings konnen die erfindungsgemaBen Kompetitoren auch in unmittelbarer 
25 Nachbarschaft der nachzuweisenden Sequenz hybridisieren, d.h. exakt ein Nukleotid 
von der nachzuweisenden Target-Sequenz entfernt. 
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Wenn als kompetitierende Molekule enzymatisch nicht verlangerbare Nukleinsauren 
oder Nukleinsaure-Analoga verwendet werden, sind diese hinsichtlich ihrer Sequenz 
oder Struktur so zu wahlen, dass sie nicht enzymatisch durch DNA- oder RNA- 
Polymerasen verlSngert werden konnen. Bevorzugt ist das 3'-Ende eines 
5 Nukleinsaure-Kompetitors so ausgelegt, dass es keine Komplementaritat zum 
Template aufweist und/oder anstelle der 3-OH-Gruppe am 3 ! -Ende einen anderen 
Substituenten tragt. 

Weist das 3'-Ende des Nukleinsaure-Kompetitors keine Komplementaritat zum 
1 0 Template auf, unabhangig davon, ob der Nukleinsaure-Kompetitor an eine der 
Primer-Bindungsstellen des Templates oder an eine der durch die PCR zu 
amplifizierenden Sequenzen des Templates bindet, kann der Nukleinsaure- 
Kompetitor wegen der fehlenden Basen-Komplementaritat am 3'-Ende nicht durch 
die gMngigen DNA-Polymerasen verlangert werden. Diese Art der Nicht- 
1 5 Verlangerbarkeit von Nukleinsaure-Kompetitoren durch DNA-Polymerasen ist dem 
Fachmann bekannt. Bevorzugt weist der Nukleinsaure-Kompetitor an seinem 3- 
Ende bezGglich der letzten 4 Basen, besonders bevorzugt beztiglich der letzten 3 
Basen, insbesondere bevorzugt bezttglich der letzten 2 Basen und am meisten 
bevorzugt bezuglich der letzten Base keine Komplementaritat zu seiner Zielsequenz 
20 auf. Solche Kompetitoren konnen an den genannten Positionen auch nicht-naturliche 
Basen aufweisen, die keine Hybridisierung erlauben. 

Nukleinsaure-Kompetitoren, die enzymatisch nicht verlangerbar sind, konnen auch 
eine 100%-ige Komplementaritat zu ihrer Zielsequenz aufweisen, wenn sie in ihrem 
25 Ruckgrat oder an ihrem 3'-Ende derart modifiziert sind, dass sie enzymatisch nicht 
verlangerbar sind. 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-56- 



Weist der Nukleinsaure-Kompetitor an seinem 3'-Ende eine andere Gruppe als die 
OH-Gruppe auf, handelt es sich bei diesen Substituenten bevorzugt um eine 
Phosphat-Gruppe, um ein Wasserstoff-Atom (Dideoxynukleotid), eine Biotingruppe 
oder eine Aminogruppe. Diese Gruppen konnen durch die gSngigen Polymerasen 
5 nicht verlangert werden. 

Besonders bevorzugt wird bei einem derartigen Verfahren als Kompetitor ein DNA- 
Molekttl verwendet, das mit einem der beiden zur PCR verwendeten Primer um die 
Bindung an das Template kompetiert und welches am 3-Ende wahrend der 
10 chemischen Synthese mit einem Aminolink versehen wurde. Solche Kompetitoren 
konnen 100%-ige Komplementaritat zu ihrer Zielsequenz haben. 

Nukleinsaure-Analoga-Kompetitoren wie z.B. PNAs mussen dagegen nicht iiber eine 
blockierte 3 '-OH-Gruppe oder eine nicht-komplementare Base an ihrem 3'-Ende 

15 verfugen, da sie aufgrund des durch die Peptid-Bindung veranderten Ruckgrats nicht 
durch die DNA-Polymerasen erkannt imd somit auch nicht verlangert werden. 
Entsprechende andere Modifikationen der Phosphatgruppe, die durch die DNA- 
Polymerasen nicht erkannt werden, sind dem Fachmann bekannt. Dazu gehoren u.a. 
Nukleinsauren mit Rtickgratmodifikationen wie z.B. 2'-5 c Amid-Bindungen (Chan et 

20 al. (1999) J. Chem. Soc, Perkin Trans. 1, 315-320), Sulfid-Bindungen (Kawai et al. 
(1993) Nucleic Acids Res., 1 (6), 1473-1479), LNA (Sorensen et al. (2002) J. Am. 
Chem. Soc, 124 (10), 2164-2176) und TNA (Schoning et al. (2000) Science, 290 
(5495), 1347-1351). 

25 Es konnen auch mehrere Kompetitoren, die an unterschiedliche Bereiche des 

Templates (z.B. u.a. die Primer-Bindungsstelle) hybridisieren, gleichzeitig in einer 
PCR eingesetzt werden. Wenn die Kompetitoren iiber Sekundarstrukturbrecher- 
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eigenschaften verfiigen, kann dadurch die Effizienz der Hybridisierung zusatzlich 
gesteigert werden. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform kann das DNA-Kompetitor-Molekiil iiber eine 
5 zu einem der Primer komplementare Sequenz verfugen. Solche z.B. Antisense-DNA- 
Kompetitor-Molekule konnen dann je nach Mengenverhaltnis zwischen Antisense- 
DNA-Kompetitor-Molektil und Primer dazu verwendet werden, den Primer in der 
PCR-Reaktion zu titrieren, so dass dieser nicht mehr mit dem jeweiligen Template- 
Strang hybridisiert und entsprechend nur der durch den anderen Primer definierte 
10 Template-Strang amplifiziert wird. Dem Fachmann ist bewusst, dass bei dieser 
Ausfuhrungsform der Erfindung der Nukleinsaure-Kompetitor enzymatisch 
verlangerbar sein kann, aber nicht muss. 

Wenn im Rahmen dieser Erfindung von Nukleinsaure-Kompetitoren gesprochen 
1 5 wird, schliefit dies Nukleinsaure-Analoga-Kompetitoren mit ein, wenn sich nicht aus 
dem Kontext etwas anderes ergibt. Der Nukleinsaure-Kompetitor kann an den 
entsprechenden Strang des Templates reversibel oder irreversibel binden. Die 
Bindung kann durch kovalente bzw. nicht kovalente Wechselwirkungen erfolgen. 

20 v Bevorzugt erfolgt die Bindung des Nukleinsaure-Kompetitors uber nicht-kovalente 
Wechselwirkungen und ist reversibel. Insbesondere bevorzugt erfolgt die Bindung an 
das Template durch Ausbildung von Watson-Crick Basenpaarungen. 

Die Sequenzen der Nukleinsaure-Kompetitoren richten sich in der Regel nach der 
25 Sequenz des Template-Strangs, der nachgewiesen werden soil, bei antisense-Primern 
dagegen nach den zu titrierenden Primer-Sequenzen, die aber wiederum durch die 
Template-Sequenzen definiert sind. 
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Bei der PCR-Amplifikation von Nukleinsauren handelt es sich um eine Labor- 
Standardmethode, mit deren vielf&ltigen Variations- und 
Ausgestaltungsmoglichkeiten der Fachmann vertraut ist. Prinzipiell ist eine PCR 
dadurch charakterisiert, dass das doppelstrangige Nukleinsaure-Template, 

5 iiblicherweise ein doppelstrangiges DNA-Molekul, zuerst einer Hitze-Denaturierung 
fur 5 Minuten bei 95° C unterworfen wird, wodurch die beiden Strange voneinander 
getrennt werden. Nach einer Abkiihlung auf die sogenannte "annealing"-Temperatur 
(definiert durch den Primer mit der niedrigeren Schmelztemperatur) lagern sich die 
in der Reaktionslosung vorhandenen "forward"- und "reverse"-Primer an die zu ihrer 

1 0 Sequenz komplementaren Stellen in den jeweiligen Template-Strangen an. Die 
"annealing"-Temperatur der Primer richtet sich dabei nach der Lange und Basen- 
zusammensetzung der Primer. Sie kann aufgrund theoretischer Uberlegungen 
kalkuliert werden. Angaben zur Kalkulation von "annealing"-Temperaturen finden 
sich z.B. in Sambrook et al. (vide supra). 

15 

Nach dem Annealen der Primer, das typischerweise in einem Temperaturbereich von 
40-75 °C, bevorzugt von 45-72 °C und insbesondere bevorzugt von 50-72 °C erfolgt, 
folgt ein Elongationsschritt, bei dem durch die Aktivitat der in der Reaktionslosung 
vorhandenen DNA-Polymerase Desoxyribonukleotide mit dem 3 -Ende der Primer 
20 verkniipft werden. Die Identitat der eingefugten dNTPs richtet sich dabei nach der 
Sequenz des mit dem Primer hybridisierten Template-Strangs. Da in der Regel 
thermostabile DNA-Polymerasen eingesetzt werden, lauft der Elongationsschritt 
iiblicherweise zwischen 68-72° C ab. 

25 Bei der symmetrischen PCR wird durch eine Wiederholung dieses beschriebenen 
Zyklus aus Denaturierung, Annealing der Primer und Elongation der Primer eine 
exponentielle Vennehrung des durch die Primersequenzen definierten 
Nukleinsaureabschnitts des Targets erreicht HinsichtUch der Pufferbedingungen bei 
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der PCR, der verwendbaren DNA-Polymerasen, der Herstellung von 
doppelstrangigen DNA-Templates, des Designs von Primern, der Wahl der 
Annealing-Temperatur und Variationen der klassischen PCR steht dem Fachmann 
zahlreiche Literatur zur Verfugung. 

5 

Dem Fachmann ist geUiufig, dass als Template auch z.B. einzelstrangige RNA, wie 
z.B. mRNA, eingesetzt werden kann. Diese wird in der Regel vorher durch eine 
Reverse Transkription in eine doppelstrangige cDNA uberfiihrt 

10 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird als Polymerase eine thermostabile 
DNA-abhangige DNA-Polymerase verwendet. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird eine thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Taq-DNA-Polymerase (Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland sowie Qiagen, Hilden, Deutschland), Pfu-DNA-Polymerase 

15 (Stratagene, La JoUa, USA), Tth-DNA-Polymerase (Biozym Epicenter Technol., 
Madison, USA), Vent-DNA-Polymerase, DeepVent-DNA-Polymerase (New 
England Biolabs, Beverly, USA), Expand-DNA-Polymerase (Roche, Mannheim, 
Deutschland) verwendet. 

20 Die Verwendung von Polymerase^ die aus natiirlich vorkommenden Polymerasen 
durch gezielte oder evolutive Veranderung optimiert worden sind, ist ebenfalls 
bevorzugt. Bei der DurchfUhrung der PCR in Gegenwart des 
Substanzbibliothekentragers ist insbesondere die Verwendung der Taq-Polymerase 
der Firma Eppendorf (Deutschland) bzw. des Advantage-cDNA-Polymerase-Mix 

25 von Clontech (Palo Alto, CA, USA) bevorzugt 

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zum 
Nachweis von Nukleinsauren bereitgestellt, das die folgenden Schritte umfasst: 
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a) Bereitstellung einer wie vorstehend beschriebenen erfindungsgemaBen 
Vorrichtung; 

b) Wechselwirkung der nachzuweisenden Nukleinsauren mit der auf der 
Detektionsflache immobilisierten Substanzbibliothek; und 

c) Detektion der Wechselwirkung. 

Die zu untersuchenden Targets konnen in jeder Art von Probe, vorzugsweise in einer 
biologischen Probe vorliegen. 

Vorzugsweise werden die Targets vor ihrer Detektion und Quantifizierung durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren isoliert, gereinigt, kopiert und/oder amplifiziert. 



Die Amplifikation erfolgt ublicherweise durch herkommliche PCR-Methoden oder 
1 5 durch ein wie vorstehend beschriebenes Verfahren zur parallelen Durchfuhrung von 
Amplifikation der zu analysierenden Zielmolekiile durch PCR und Nachweis durch 
Hybridisierung der Zielmolekiile mit dem Substanzbibliothekentrager. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform wird die Amplifikation als Multiplex-PCR in 
20 einem zweistufigen Prozess ausgefthrt (siehe auch WO 97/45559). In einer ersten 
Stufe wird eine Multiplex-PCR durchgefuhrt, indem Fusionsprimer eingesetzt 
werden, deren 3'-Enden genspezifisch sind und deren 5'-Enden eine universelle 
Region darstellen. Letztere ist bei alien in der Multiplex-Reaktion eingesetzten 
forward- und reverse-Primern gleich. In dieser ersten Stufe ist die Primermenge 
25 limitierend. Dadurch konnen alle Multiplex-Produkte bis zu einem einheitlichen 

molaren Niveau amplifiziert werden, vorausgesetzt, dass die Zyklenzahl hinreichend 
ist, urn fiir alle Produkte Primerlimitation zu erreichen. In einer zweiten Stufe sind 
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universelle Primer zugegen, die identisch mit den 5 c -Regionen der Fusionsprimer 
sind. Es erfolgt Amplifikation bis zur gewunschten DNA-Menge. 

Der Nachweis erfolgt bei dem erfindungsgemafien Verfahren vorzugsweise dadurch, 
5 dass die gebundenen Targets mit mindestens einer Markierung versehen sind, die in 
Schritt c) detektiert wird. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, ist die Markierung, die an die Targets oder Sonden 
gekoppelt ist, vorzugsweise eine detektierbare Einheit oder eine liber eine 

1 0 Ankergruppe an die Targets oder Sonden gekoppelte detektierbare Einheit. 
Hinsichtlich der Moglichkeiten der Detektion bzw. der Markierung ist das 
erfindungsgemaBe Verfahren auBerst flexibel. So ist das erfindungsgemaBe 
Verfahren mit einer Vielzahl physikalischer, chemischer oder biochemischer 
Detektionsverfahren kompatibel. Voraussetzung ist lediglich, dass die zu 

1 5 detektierende Einheit bzw. Struktur direkt an eine Sonde oder ein Target, 

beispielsweise ein Oligonukleotid gekoppelt bzw. iiber eine mit dem Oligonukleotid 
koppelbare Ankergruppe verkmipft werden kann. 

* 

Die Detektion der Markierung kann auf Fluoreszenz, Magnetismus, Ladung, Masse, 
20 Affinitat, enzymatischer Aktivitat, Reaktivitat, einer Goldmarkierung u.dgl. beruhen. 
So kann die Markierung beispielsweise auf der Verwendung von Fluorophor- 
markierten Strukturen bzw. Bausteinen basieren. In Verbindung mit der Fluoreszenz- 
Detektion kann die Markierung ein beliebiger an Targets oder Sonden wahrend oder 
nach deren Synthese koppelbarer Farbstoff sein. Beispiele hierfiir sind Cy-Farbstoffe 
25 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), Alexa-Farbstoffe, Texas-Rot, 
Fluorescein, Rhodamin (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), Lanthanide wie 
Samarium, Ytterbium und Europium (EG&G, Wallac, Freiburg, Deutschland). 
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Neben Fluoreszenz-Markern konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung als 
Markierung bzw. als Detektiereinheit, die mit den Targets bzw. Sonden gekoppelt ist, 
auch Liraiineszenz-Marker, Metall-Marker, Enzym-Marker, radioaktive Marker 
und/oder polymere Marker eingesetzt werden. 

5 

Ebenso kann eine Nukleinsaure als Markierung (Tag) genutzt werden, die durch 
Hybridisierung mit einem markierten Reporter detektiert werden kann (Sandwich- 
Hybridisierung). Einsatz zum Nachweis des Tags finden diverse 
molekularbiologische Nachweisreaktionen wie Primer-Extension, Ligation und 

10 RCA. 

Bei einer alternativen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die 
detektierbare Einheit uber eine Ankergruppe mit den Targets oder Sonden gekoppelt. 
Bevoraigt verwendete Ankergruppen sind Biotin, Digoxygenin u.dgl. Die 

1 5 Ankergruppe wird in einer anschlieBenden Reaktion mit spezifisch bindenden 

Komponenten, beispielsweise Streptavidin-Konjugaten oder Antikorper-Konjugaten 
umgesetzt, die selbst detektierbar sind oder eine detektierbare Reaktion auslosen. Bei 
Einsatz von Ankergruppen kann die Umsetzung der Ankergruppen in detektierbare 
Einheiten vor, wahrend oder nach Zugabe der Probe umfassend die Targets bzw. ggf. 

20 vor, wahrend oder nach der Spaltung der selektiv spaltbaren Bindung in den Sonden 
erfolgen. 

Die Markierung kann erfindungsgemaB auch durch Wechselwirkung eines 
markierten Molekuls mit den Sonden-Molekiilen erfolgen. Beispielsweise kann die 
25 Markierung durch Hybridisierung eines wie vorstehend beschrieben markierten 

Oligonukleotids mit einer Oligonukleotid-Sonde bzw. einem Oligonukleotid-Target 
erfolgen. 
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Weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete Markierungsverfahren 
und Nachweissysteme sind beispielsweise in Lottspeich und Zorbas, Bioanalytik, 
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, 1998, Kapitel 23.3 und 23 A 
beschrieben. 

5 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens werden 
Nachweisverfahren eingesetzt, die im Ergebnis ein Addukt mit einem bestimmten 
L6slichkeitsprodukt, das eine Prazipitation zur Folge hat, liefern. Zur Markierung 
werden insbesondere Substrate bzw. Edukte eingesetzt, die in ein schwer lftsliches, 

1 0 tiblicherweise gefarbtes Produkt umgesetzt werden konnen. Beispielsweise konnen 
bei dieser Markierungsreaktion Enzyme verwendet werden, die den Umsatz eines 
Substrats in ein schwer losliches Produkt katalysieren. Reaktionen, die geeignet sind, 
urn zu einem Niederschlag an Array-Elementen zu fuhren, sowie Moglichkeiten fur 
die Detektion des Niederschlags sind beispielsweise in der internationalen 

1 5 Patentanmeldung WO 00/720 1 8 und in der internationalen Patentanmeldung 

WO 02/02810 beschrieben, auf deren Inhalt hiermit ausdriicklich Bezug genommen 
wird. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
20 Verfahrens sind die gebundenen Targets mit einer Markierung versehen, die die 
Reaktion eines loslichen Substrats bzw. Edukts zu einem schwer loslichen 
Niederschlag auf dem Array-Element katalysiert, an dem eine Sonden/Target- 
Wechselwirkung stattgefunden hat bzw. die als Kristallisationskeim fur die 
Umwandlung eines l(3slichen Substrats bzw. Edukts zu einem schwer loslichen 
25 Niederschlag auf dem Array-Element wirkt, an dem eine Sonden/Target- 
Wechselwirkung stattgefunden hat. 
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Der Einsatz des erfindungsgemafien Verfahrens erlaubt auf diese Weise die 
simultane qualitative und quantitative Analyse einer Vielzahl von Sonden/Target- 
Wechselwirkungen, wobei einzelne Array-Elemente mit einer GroBe von < 1000 urn, 
vorzugsweise von < 100 \im und besonders bevorzugt von < 50 |*m realisiert werden 
5 konnen. 

i 

In der Immunzytochemie und bei immunologischen Mikrotiterplatten-basierten Tests 
ist der Einsatz von enzymatischen Markierungen bekannt (siehe E. Lidell und I. 
Weeks, Antibody Technology, BIOS Scientific Publishers Limited, 1995). So 
10 katalysieren beispielsweise Enzyme den Umsatz eines Substrats in ein 
schwerlosliches, in aller Regel gefarbtes Produkt. 

Besonders bevorzugt ist die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fiihrende Reaktion eine durch ein Enzym katalysierte Umsetzung eines 
1 5 loslichen Substrats bzw. Edukts in ein schwer losliches Produkt. Bei einer speziellen 
Ausfuhrungsform ist die zur Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen 
fiihrende Reaktion eine durch eine Peroxidase katalysierte Oxidation von 3,3',5,5'- 
Tetramethylbenzidin. 

20 Vorzugsweise wird als Peroxidase fur die Oxidation von 3,3\ 5,5 - 

TetramethylbenzidinMeerrettichperoxidase eingesetzt. Dem Fachmann sind jedoch 
weitere Peroxidasen bekannt, die zur Oxidation von 3,3 , ,5,5 r -Tetramethylbenzidin 
eingesetzt werden kSnnen. 

25 Es wird angenommen, dass 3,3',5,5 ! -Tetramethylbenzidin unter der katalytischen 
Einwirkung einer Peroxidase in einem ersten Schritt zu einem blau gefarbten 
Radikalkation oxidiert wird (siehe z.B. Gallati und Pracht, J. Clin. Chem. Clin. 
Biochem. 1985, 23, 8, 454). Dieses blau gefarbte Radikalkation wird mittels eines 
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Polyanions wie z.B. Dextransulfat als Komplex ausgefallt. Die Fallungsreaktion 
durch Peroxidase-katalysierte Oxidation von 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin ist 
beispielsweise in EP 0 456 782 beschrieben. 

5 Die nachfolgende Tabelle 1 gibt, ohne den Anspruch zu erheben, vollstandig zu sein, 
einen Uberblick tiber eine Reihe von in Frage kommenden Reaktionen, die geeignet 
sind, urn zu einem Niederschlag an Array-Elementen zu fuhren, an denen eine 
Wechselwirkung zwischen Target und Sonde erfolgt ist: 

10 Tabelle 1 



Katalysator bzw. 
Kristallisationskeim 


Substrat bzw. Edukt 


Meerrettichperoxidase 


DAB (3 s 3 6 -Diaminobenzidin) 

4-CN (4-Chlor-l-Napthol) 

AEC (3 - Amino-9-Ethylcarbazol) 

HYR (p-Phenylendiamin-HCl und Pyrocatechol) 

TMB (3 a 3',5,5 c -Tetramethylbenzidin) 

Naphtol/Pyronin 


Alkalische Phosphatase 


Bromchlorindoylphosphat (BCEP) und 
Nitrotetrazoliumblau (NBT) 


Glucoseoxidase 


t-NBT und m-PMS 

(Nitrotetrazoliumblauchlorid und Phenazinmethosulfat 


Goldpartikel 


Silbernitrat 
Silbertartrat 



Die Markierung von biologischen Proben mit Enzymen bzw. Gold, insbesondere 
nanokristallinem Gold ist hinlanglich beschrieben (siehe u.a. F. Lottspeich und H. 



* 
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Zorbas, Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, 1998; E. 
Udell und I. Weeks, Antibody Technology, BIOS Scientific Publishers Limited, 
1995). 

5 Weitere Moglichkeiten filr den Nachweis der Sonde/Target-Wechselwirkungen iiber 
unlosliche Prazipitate bei dem erfindungsgemaBen Verfahren sind beschreiben in: 
Immunogold-Silver Staining, Principles, Methods and Applications, Hrsg.: 
M.A.Hayat, 1995, CRC Press; Eur J Immunogenet 1991 Feb-Apr;18(l-2):33-55 
HLA-DR, DQ and DP typing using PGR amplification and immobilized probes. 

10 Erlich H, Bugawan T, Begovich AB, Scharf S, Griffith R, Saiki R, Higuchi R, Walsh 
PS. Department of Human Genetics, Cetus Corp., Emeryville, California 94608; Mol 
Cell Probes 1993 Jun;7(3): 199-207 A combined modified reverse dot-blot and nested 
PCR assay for the specific non-radioactive detection of Listeria monocytogenes. Bsat 
N, Batt CA. Department of Food Science, Cornell University, Ithaca, NY 14853. 

15 Immunogenetics 1990;32(4):231-41 Erratum in: Immunogenetics 1991;34(6):413 
Rapid HLA-DPB typing using enzymatically amplified DNA and nonradioactive 
sequence-specific oligonucleotide probes. Bugawan TL, Begovich AB, Erlich HA. 
Department of Human Genetics, Cetus Corporation, Emeryville, CA 94608. Hum 
Immunol 1992 Dec;35(4):215-22 Generic HLA-DRB1 gene oligotyping by a 

20 nonradioactive reverse dot-blot methodology. Eliaou JF, Palmade F, Avinens O, 
Edouard E, Ballaguer P, Nicolas JC, Clot J. Laboratory of Immunology, Saint Eloi 
Hospital, CHU Montpellier, France. J Immunol Methods 1984 Nov 30;74(2):353-60 
Sensitive visualization of antigen-antibody reactions in dot and blot immune overlay 
assays with immunogold and immunogold/silver staining. Moeremans M, Daneels G, 

25 Van Dijck A, Langanger G, De Mey J. Histochemistry 1987;86(6):609-15 Non- 
radioactive in situ hybridization. A comparison of several immunocytochemical 
detection systems using reflection-contrast and electron microscopy. Cremers AF, 
Jansen in de Wal N, Wiegant J, Dirks RW, Weisbeek P, van der Ploeg M, 
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Landegent JE. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind bei den erfindungsgemaBen Verfahren 
u.a. folgende Varianten fiir denNachweis der SondeyTarget-Wechselwirkungen ttber 
5 unlosliche Prazipitate denkbar. 

Bei einer Ausfthrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren werden die Targets 
mit einem Katalysator, vor einem Enzym versehen, das die Umwandlung eines 
I6slichen Substrats bzw. Edukts in ein unlosliches Produkt katalysiert Die Reaktion, 

10 die zur Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen f&hrt, ist in diesem Fall 
die Umwandlung eines loslichen Substrats bzw. Edukts in ein unlosliches Produkt in 
Gegenwart eines mit den Targets gekoppelten Katalysators, vorzugsweise Enzyms. 
Das Enzym wird vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
Meerettichperoxidase, alkalischer Phosphatase und Glucoseoxidase. Das losliche 

1 5 Substrat bzw. Edukt wird vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
3,3'-Diaminobenzidin, 4-Chlor-l-naphthol, 3-Amino-9-ethylcarbazol, p- 
Phenylendiamin-HCl^yrocatechol, 3,3^5,5 , -Tetramemylbenzidin, Naphmol/Pyronin, 
Bromchlorindoylphosphat, Nitrotetraazoliumblau und Phenazinmethosulfat 
Beispielsweise wird ein farbloser loslicher Wasserstoffdonor, z.B. 3,3'- 

20 Diaminobenzidin, in Anwesenheit von Wasserstot^eroxid in ein unl8sliches farbiges 
Produkt umgewandelt. Das Enzym Meerrettichperoxidase ubertragt 
Wasserstoffionen aus den Donoren auf Wasserstofi^eroxid unter Bildung von 
Wasser. 

25 Weitere M6glichkeiten des Nachweis von Sonde^Target-Wechselwirkungen tiber 
unlosUche Prazipitate sind insbesondere in WO 02/02810 beschrieben. 
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Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die 
Reaktion, die zur Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen fuhrt, die 
Bildung eines metallischen Niederschlags ist. Besonders bevorzugt ist die zur 
Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen fiihrende Reaktion die 
5 chemische Reduktion einer Silberverbindung, vorzugsweise Silbernitrat, Silberlactat, 
Silberacetat oder Silbertartrat, zu elementarem Silber. Als Reduktionsmittel wird 
vorzugsweise Formaldehyd und/oder Hydrochinon eingesetzt 

Eine weitere Moglichkeit des Nachweises molekularer Wechselwirkungen auf 
1 0 Arrays besteht somit im Einsatz von Metallmarkierungen. Hierbei werden 
beispielsweise kolloidales Gold oder definierte Goldcluster mit den Targets 
gekoppelt, ggf. uber bestimmte Vermittlermolekiile wie Streptavidin. Die durch die 
Goldmarkierung entstehende Farbung wird vorzugsweise durch nachfolgende 
Reaktion mit unedleren Metallen wie z.B. Silber verstarkt, wobei die mit den Targets 
1 5 gekoppelte Goldmarkierung als Kristallisationskeim bzw. Katalysator beispielsweise 
fur die Reduktion von Silberionen zu einem Silberniederschlag wirkt. Die mit 
Goldmarkierungen gekoppelten Targets werden im Folgenden auch als 
Goldkonjugate bezeichnet 

20 Bei dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann auch eine 
relative Quantifizierung der Sonden-/Target-Wechselwirkung erfolgen. Die relative 
Quantifizierung der Konzentration der gebundenen Targets auf einem Sonden-Array 
durch Nachweis eines Prazipitats bzw. eines Niederschlags erfolgt uber die 
Konzentration der mit den Targets gekoppelten Markierungen, die die Reaktion eines 

25 loslichen Substrats zu einem schwerloslichen Niederschlag auf dem Array-Element, 
an dem eine Sonden/Target-Wechselwirkung stattgefunden hat, katalysieren bzw. als 
KristalUsationskeim fUr derartige Reaktionen wirken. Beispielsweise betragt im Fall 
von mit Nanogold markierten HPLC-gereinigten OUgonukleotidsonden das 



1 
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Verhaltnis von gebundenem Target zu Goldpartikel 1 : 1 . In anderen 
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung kann es ein Vielfaches oder auch 
einen Bruchteil davon betragen. 

5 Die Detektion bei dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen 

Nachweisverfahrens erfolgt somit durch Messung der Transmissionsanderung, 
Reflexion oder Streuung, die durch den Niederschlag hervorgerufen wird, der auf 
den Array-Elementen, an denen eine Sonden/Target-Wechselwirkung stattgefunden 
hat, durch die katalytische Wirkung der mit den gebundenen Targets gekoppelten 

1 0 Markierung erzeugt wird. 

Die Lichtabsorption word im Fall der Kopplung von kolloidalem Gold oder 
definierten Goldcluster mit den Targets bereits durch die Gegenwart dieser 
metallischen Markierungen hervorgerufen. Zur Verstarkung der Lichtabsorption wird 
1 5 allerdings vorzugsweise katalytisch durch derartige Wechselwirkungshybride, d.h. 
die mit einer Markierung wie beispielsweise kolloidalem Gold oder definierten 
Goldclustern versehene Targets, ein nicht transparentes Prazipitat abgeschieden. Als 
besonders vorteilhaft hat sich im Fall von Goldkonjugaten die Verwendung von 
Silber als Prazipitat herausgestellt. 

20 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen 
Verfahrens wird somit in Schritt c) der zeitliche Verlauf der Niederschlagsbildung an 
den Array-Elementen in Form von Signalintensitaten detektiert. Auf diese Weise 
kann eine genaue Bestimmung der relativen quantitativen Menge an gebundenen 
25 Targets gewahrleistet werden. Eine derartige Vorgehensweise ist ausfuhrlich in der 
intemationalen Patentanmeldung WO 02/02810 beschrieben, auf deren Inhalt hiermit 
ausdriicklich Bezug genommen wird. 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



Im Folgenden wird der qualitative und/oder quantitative Nachweis der Sonden- 
/Target-Wechselwirkung durch Messung der Durchlichtabsorption anhand eines 
Beispiel erlautert. Selbstverstandlich ist die im Folgenden beschriebene 
Vorgehensweise nicht auf die vorstehend beschriebene Silber/Gold-Farbung 

5 beschrankt, sondern kann entsprechend auf alle Nachweisverfahren angewendet 
werden, bei denen die gebundenen Targets mit einer Markierung versehen sind, die 
die Reaktion eines loslichen Substrats bzw. Edukts zu einem schwer loslichen 
Niederschlag auf dem Array-Element katalysiert, an dem eine Sonden/Target- 
Wechselwirkung stattgefunden hat bzw. die als Kristallisationskeim fur die 

1 0 Umwandlung eines loslichen Substrats zu einem schwer loslichen Niederschlag auf 
dem Array-Element wirkt, an dem eine Sonden/Target-Wechselwirkung 

N 

\ 

stattgefunden hat. 

Zunachst wird das Targetmolekiil z.B. mittels PGR biotinyliert. Das PCR-Produkt 
1 5 wird gegen eine Substanzbibliothek, beispielsweise eine DNA-Bibliothek, 
hybridisiert. AnschlieBend werden der Reaktionskammer Streptavidin- 
funktionalisierte Goldkugelchen zugegeben, die mit den biotinylierten Hybriden, 
beispielsweise DNA-Hybriden reagieren. An den nun spezifisch an der Oberflache 
gebundenen Goldkugelchen kann ein Silberniederschlag erzeugt werden, indem 
20 beispielsweise Silbernitrat mit Hydrochinon unter der katalytischen Wirkung von 
Gold reduziert wird (siehe u.a. WO 00/72018, DE 100 33 334.6, M.A. Hayat, 
Immunogold-Silver Staining, CRC Press, New York, 1995). 

Die Lichtabsorption durch das Silberprazipitat hangt von der Menge des 
25 abgeschiedenen Silbers ab. Folglich kann die Lichtintensitat I, die das Prazipitat 
durchstrahlt, nach einem dem Lambert-Beerschen Gesetz ahnlichen Funktion 
berechnet werden: 
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I = Io*exp(-**6) (I) 

Dabei ist I die Lichtintensitat nach der Absorption, Io die Lichtintensitat vor der 
Absorption, a ein Absorptionskoeffizient multipliziert mit der Abschattung pro 

5 Flacheneinheit b durch das Silberprazipitat. Als MessgroBen stehen die Intensitat I 
und die Zeit t zur Verfugung. Diese MessgroBen erhalt man, indem das 
Tragerelement mit der Substanzbibliothek beleuchtet wird und das durchstrahlte 
Licht mit einer Kamera aufgenommen wird. Diese Aufiiahme wird in regelmafiigen 
Abstanden wiederholt, wahrend die Silberabscheidung durchgefuhrt wird. Die 

1 0 Helligkeitswerte der einzelnen Bibliotheksregionen (Spots) werden fur jede 

Aufiiahme ausgewertet, wodurch die Intensitat I eines jeden Spots erhalten wird. 
Diese Helligkeitswerte konnen mittels Standardsoftware, wie zum Beispiei 
IconoClust® (Clondiag, Jena, Deutschland) automatisch berechnet werden. Durch 
Auftragen von I/Io gegen die Zeit t erhalt man Messkurven. Das Lambert-Beersche 

15 Gesetz entsprechend der Gleichung © kann mit den derart erhaltenen 

Silberabscheidungszeitreihen auf folgende Weise in Zusammenhang gebracht 
werden. 

Die Flache F, die ein Silberkugelchen abschattet, betragt: 

20 

F=n*f (II) 

Da die Abscheidungsgeschwindigkeit pro FlSchenelement fiir einen Spot als konstant 
angenommen werden kann, wachst der Radius r der Silberkugelchen ebenfalls mit 
25 konstanter Geschwindigkeit: 



r=dr/dt*t 



(HI) 
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Die Abschattung pro Flacheneinheit b durch das Silberprazipitat ist proportional zur 
der Zahl der Silberkiigelchen pro Flacheneinheit N, der Abschattungsflache pro 
Silberkugelchen F und einer Konstante k. 

5 b = N*F*k (HI) 

Damit berechnet sich die Funktion fiir die Intensity I in Abhangigkeit von der Zeit t 
zu 

10 I = Io*exp(-a'*t 2 ), (TV) 

wobei a' eine unbekannte zusammengesetzte Silberabsorptionskonstante ist. 

Fur jede Silberabscheidungsreaktion muss eine eigene Abscheidungsrate 
1 5 angenommen werden, so auch fur die unspezifische Reaktion an der Oberflache: 

I^Io-expC-aW), (V) 

wobei a f H die unspezifische Silberabsorptionskonstante ist. 

20 

An jedem Spot /, findet also sowohl eine spezifische Abscheidungsreaktion als auch 
eine unspezifische Abscheidungsreaktion statt: 

I/ = Io/*(exp(^*t 2 ) + exp(-a^*t 2 )) + 0 /? (VI) 

25 

wobei O ein gerateabhangiger Ofeetwert ist. 



WO 2004/087951 



PCTYEP2004/003532 



-73- 



Die Zahl der GoldkUgelchen, die pro Flacheneinheit abgeschieden werden, hangt 
einerseits von der Menge an mit GoldkUgelchen markierten Targets und andererseits 
von der Bindungsstarke der Targets, beispielsweise der Target-DNA, mit den 
Sonden, beispielsweise der Spot-DNA, ab. Liegt kein Target in der Probe vor, das 
5 mit einer Sonde auf dem entsprechenden Array-Element wechselwirkt, so kommt es 
auch nicht zur Abscheidung von GoldkUgelchen auf der Oberflache dieses Array- 
Elements bzw. Spots. 1st die Bindung zwischen Sonde und Target schwach, so 
werden sich nur sehr wenige Goldkugelchen an der Oberflache dieses Array- 
Elements absetzen. 

10 

Da b und damit a ' direkt proportional zur GoldkUgelchen- und damit 
Silberkugelchenanzahl N ist, stellt a' ein MaB fur die Konzentration der Target-DNA 
und der Bindungsstarke der Target-DNA am Array-Element bzw. Spot i da. 

1 5 Aus den erhaltenen Messkurven lasst sich durch nicht-lineare Regression mit Hilfe 
der Gleichung (VI) die Silberabsorptionskonstante a* berechnen. Die Berechnung 
der Konstanten a' kann als signifikante MessgroBe fur die Bindungsstarke und die 
Konzentration der Target-DNA an einem Spot genutzt werden. Des Weiteren kann 
man aus der Konstanten a* die Zeitkonstante x der Abscheidungsreaktion 

20 bestimmen: 

t f - (VII) 

Durch die Regression konnen als weitere Parameter Io und O ermittelt werden. Mit 
25 der Lichtintensitat Io konnen Beleuchtungsinhomogenitaten der DNA-Bibliothek 
korrigiert werden. Alternativ kann mittels des Abbildes der gesamten DNA- 
Bibliothek zum Zeitpunkt t = 0 eine Flatfieldkorrektur aller weiteren Bilder, die fur 
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die Zeitreihe zu einem spateren Zeitpunkt aufgenommen wurden, vorgenommen 
werden. Anhand des Parameters O lasst sich die Validitat einer Messung abschatzen. 

Da die korrekte Anpassung einer Exponentialfunktion an die Messwerte einen nicht- 
5 linearen Regressionsalgorithmus, beispielsweise eine nicht-lineare Regression nach 
Marquardt (H.R. Schwarz, Numerische Mathematik, Teubner Verlag, Stuttgart, 
Deutschland, 1998) erfordert, kann es vorteilhaft sein, auf eine weniger genaue, aber 
dafiir robustere und daher lineare Methode zur Bestimmung der Messwerte aus den 
Zeitreihen zuzugreifen. Dazu werden die Zeitwerte quadriert und die 
10 Intensitatsmesswerte logarithmiert. Die so erhaltenen Werte werden dann an eine 
lineare Gleichung 1. Grades angepasst. Die dabei erhaltenen Regressionsparameter 
konnen als Messwert und zur Testung der Validitat herangezogen werden. 
Beleuchtungsinhomogenitaten lassen sich bei Verwendung einer linearen Methode 
\iber Io nicht mehr korrigieren, es verbleibt aber die Moglichkeit der Flatfield- 
1 5 korrektur. 

Eine weitere Variante der Auswertung besteht darin, nach einer festgelegten Zeit die 
Grauwerte der einzelnen Spots direkt als Messwerte zu verwenden. Dieses Verfahren 
hat allerdings die Nachteile, dass nicht im Voraus beurteilt werden kann, welcher 
20 Zeitpunkt zur Auswertung optimal ist und dass die Messwerte eine geringere 
statistische Sicherheit aufweisen. Daruber hinaus lasst sich eine etwaige 
Beleuchtungsinhomogenitat nur iiber eine Flatfieldkorrektur durchfuhren. 



25 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Nukleinsauren 
in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: 
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a) Einbringen der Probe in eine Reaktionskammer, die zwischen einem 
Kammertrager und einem Mikroarray gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat 
mit darauf auf Array-Elementen immobihsierten Nukleinsauresonden umfasst; 

5 b) Amplifizieren der nachzuweisenden Nukleinsauren in der Reaktionskammer 
mittels einer zyklischen Amplifikationsreaktion; 

c) Detektieren einer Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden Nukleinsauren 
und den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauresonden, vorzugsweise ohne 
1 0 dass Molekule aus der Reaktionskammer entfernt werden, die nicht mit den auf dem 
Substrat immobilisierten Nukleinsauren hybridisiert sind. 

Ein wesentliches Merkmal einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens bei diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung ist, 

1 5 dass die Detektion einer Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden 
Nukleinsauren und den auf dem Substrat des Mikroarrays immobilisierten 
Nukleinsauresonden erfolgt, ohne dass solche Molekule aus der Reaktionskammer 
entfernt werden, die nicht mit den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauren 
hybridisiert sind. Derartige Molekule kSnnen beispielsweise mit einem 

20 detektierbaren Marker versehene Primer sein, die nicht wahrend der 

Amplifikationsreaktion umgesetzt wurden, oder mit einem detektierbaren Marker 
versehene Nukleotide bzw. Nukleinsauremolekiile, zu denen keine komplementSre 
Nukleinsauresonde auf dem Array vorliegt, die spezifisch mit dieser Nukleinsaure 
hybridisiert. D.h., das Detektieren der Wechselwirkung bzw. Hybridisierung 

25 zwischen Nukleinsauretargets und Nukleinsauresonden kann erfolgen, ohne dass im 
Anschluss an die Hybridisierung Spiil- bzw. Waschschritte erforderlich sind. 
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Obwohl bei dem erfindungsgemaBen Verfahren bei diesem Aspekt der vorliegenden 
Erfindung vor der Detektion vorzugsweise kein Waschschritt zur Entfemung von 
Molekiilen durchgefiihrt wird, die nicht mit den auf dem Substrat immobilisierten 
Nukleinsauren hybridisiert sind, hat sich tiberraschenderweise gezeigt, dass trotz des 
5 durch diese nicht entfernten Molekiile verursachten Hintergrunds der Losung eine 
genaue und empfindliche Detektion der spezifischen Hybridisierung zwischen 
Targetnukleinsauren und auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauresonden 
gewahrleistet ist. 

10 Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht somit bei diesem Aspekt der 

vorliegenden Erfindung die Amplifikation und den qualitativen und quantitativen 
Nachweis von Nukleinsauren in einer Reaktionskammer, wobei der Nachweis von 
molekularen Wechselwirkungen bzw. Hybridisierungen unmittelbar nach Abschluss 
einer zyklischen Amplifikationsreaktion erfolgen kann, vorzugsweise ohne dass ein 

1 5 Wechsel der Proben- bzw. Reaktionsfliissigkeiten erforderlich ist. Ferner 

gewahrleistet das erfindungsgemaBe Verfahren auch eine zyklische Detektion von 
Hybridisierungsereignissen bei der Amplifikation, d.h. einen Nachweis der 
Hybridisierung auch wahrend der zyklischen Amplifikationsreaktion. SchlieBlich 
konnen mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens die Amplifikationsprodukte 

20 wahrend der Amplifikationsreaktion sowie nach Ablauf der AmpUfikationsreaktion 
quantifiziert werden. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt 
die Detektion somit wahrend der zyklischen Amplifikationsreaktion und/oder nach 
25 Abschluss der zyklischen Amplifikationsreaktion. Vorzugsweise erfolgt die 

Detektion wahrend der Amplifikationsreaktion bei jedem Amplifikationszyklus. 
Alternativ kann die Detektion aber auch bei jedem zweiten Zyklus oder jedem dritten 
Zyklus oder in beliebigen anderen Intervallen bestimmt werden. 
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Vorzugsweise ist die zyklische Amplifikationsreaktion eine PCR. Bei der PGR 
werden fur jeden PCR-Zyklus herkommlicherweise drei Temperaturen durchfahren. 
Vorzugsweise losen sich die hybridisierten Nukleinsauren bei der hochsten 
5 Temperatur, d.h. der Denaturierungstemperatur von dem Mikroarray ab. Ein 
bevorzugter Wert fur die Denaturierungstemperatur betragt 95°C. Somit kann bei 
dieser Denaturierungstemperatur ein Messwert bestimmt werden, der als Nullwert 
bzw. Bezugswert fiir die bei dem jeweiligen PCR-Zyklus detektierten Nukleinsauren 
dienen. 

10 

Bei der im PCR-Zyklus nachfolgenden Temperatur, einer Annealing-Temperatur von 
beispielsweise etwa 60°C, wird eine Hybridisierung zwischen nachzuweisenden 
Nukleinsauren und den auf dem Substrat des Mikroarrays immobilisierten 
Nukleinsauren ermoglicht. Bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
15 Verfahrens erfolgt deswegen der Nachweis bzw. die Detektion von bei einem PCR- 
Zyklus vorliegenden Oligonukleotiden bei der Annealing-Temperatur. 

Urn die Empfindlichkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens zu erhohen, kann es 
ferner vorteilhaft sein, die Temperatur unter die Annealing-Temperatur zu senken, so 
20 dass die Detektion bevorzugt bei einer Temperatur unterhalb der Annealing- 
Temperatur eines Amplifikationszyklus erfolgt. Beispielsweise kann die Detektion 
bei einer Temperatur im Bereich von 25°C bis 50°C und vorzugsweise im Bereich 
von 30°C bis 40°C erfolgen. 

25 Bei einer weiteren altemativen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
wird die Hybridisierung zwischen nachzuweisenden Nukleinsauren und den auf dem 
Substrat des Mikroarrays immobilisierten Nukleinsauren zunachst bei einer niedrigen 
Temperatur durchgefuhrt, urn anschlieBend die Hybridisierungstemperatur zu 
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erhohen. Eine derartige Ausfiihrungsform bietet den Vorteil, dass die 
Hybridisierungszeit gegemiber Hybridisierungen bei Temperaturen von unter 50°C 
vermindert wird, ohne dabei an Spezifitat in den Wechselwirkungen einzubuBen. 

5 Wird von dem bei der bzw. unterhalb der Annealing-Temperatur bestimmten 
Messwert der bei der Denaturierungstemperatur bestimmte Nullwert bzw. 
Bezugswert abgezogen, so erhalt man ein von StSreinflussen freies Messergebnis, in 
dem Schwankungen und Drift eliminiert sind. 

1 0 Der Nachweis einer Wechselwirkung zwischen der Sonde und dem Targetmolekiil 
erfolgt im Rahmen der vorliegenden Erfindung iiblicherweise folgendermaJJen: Nach 
der Fixierung der Sonde bzw. der Sonden in vorgegebener Art und Weise an einer 
bestimmten Matrix in Form eines Mikroarrays werden die Targets in einer Losung 
mit den Sonden in Kontakt gebracht und unter definierten Bedingungen inkubiert. 

1 5 Infolge der Inkubation findet zwischen Sonde und Target eine spezifische 

Wechselwirkung bzw. Hybridisierung statt. Die dabei auftretende Bindung ist 
deutlich stabiler als die Bindung von Targetmolekiilen an Sonden, die fur das 
Targetmolekiil nicht spezifisch sind. 

20 Der Nachweis bzw. die Detektion der spezifischen Wechselwirkung zwischen einem 
Target und seiner Sonde kann dann durch eine Vielzahl von Methoden erfolgen, die 
in der Regel von der Art des Markers abhSngen, der vor, wahrend oder nach der 
Wechselwirkung des Targetmolekuls mit dem Mikroarray in Targetmolektile 
eingebracht worden ist. Typischerweise handelt es sich bei solchen Markern urn 

25 fluoreszierende Gruppen, so dass spezifische Target-Sonden-Wechselwirkungen mit 
hoher Ortsauflosung und im Vergleich zu anderen herkommlichen Nach- 
weismethoden, vor allem massensensitiven Methoden, mit geringem Aufwand . 
fluoreszenzoptisch ausgelesen werden konnen (siehe z.B. A. Marshall, J. Hodgson, 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-79- 



DNA chips: An array of possibilities, Nature Biotechnology 1998, 16, 27-31; G. 
Ramsay, DNA Chips: State of the art, Nature Biotechnology 1998, 16, 40-44). 

* 

* 

In Abhangigkeit von der auf dem Mikroarray immobilisierten Substanzbibliothek 
5 und der chemischen Natur der Targetmolekule konnen anhand dieses Testprinzips 
Wechselwirkungen zwischen Nukleinsauren und Nukleinsauren, zwischen Proteinen 
und Proteinen sowie zwischen Nukleinsauren und Proteinen untersucht werden (zur 
Obersicht siehe F. Lottspeich, H. Zorbas, 1998, Bioanalytik, Spektrum 
Akademischer Verlag, Heidelberg/Berlin). 

10 

Als Substanzbibliotheken, die auf Mikroarrays oder Chips immobilisiert werden 
konnen, kommen dabei Antikorper-Bibliotheken, Rezeptor-Bibliotheken, Peptid- 
Bibliotheken und Nukleinsaure-Bibliotheken in Frage. 

1 5 Die Nukleinsaure-Bibliotheken nehmen die mit Abstand wichtigste Rolle ein. Es 
handelt sich dabei urn Mikroarrays, auf denen Desoxyribonukleinsaure- (DNA) 
Molekiile oder Ribonukleinsaure- (KM A) Molekiile immobilisiert sind. 

* 

Vorzugsweise sind die nachzuweisenden Nukleinsauren mit einem detektierbaren 
20 Marker versehen. Besonders bevorzugt ist der detektierbare Marker ein 

Fluoreszenzmarker. Das Signal der in Losung befindlichen Molekiile, die nicht mit 
den Nukleinsauresonden des Arrays hybridisiert sind, also der Hintergrund, kann im 
Vergleich zum Signal der mit den Nukleinsauresonden hybridisierten Nukleinsauren 
insbesondere dadurch gering gehalten werden, dass bei dem erfindungsgemafien 
25 Verfahren besonders diinne Reaktionskammern, insbesondere in Form eines 

Kapillarspaltes, verwendet werden. Die durch die spezifische Bindung von Sonde 
und Target bedingte Anreicherung der Target-Molekule auf der Array-Oberflache 
ermoglicht es, bei entsprechend diinner Ausgestaltung der Reaktionskammer, 
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vorzugsweise als Kapillarspalt, die Signale auf dem Mikroarray beispielsweise auch 
mit einem das gesamte Volumen der Reaktionskammer abbildenden 
fluoreszenzoptischen System darzustellen. 

5 Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird 
somit die Probe in eine Reaktionskammer eingebracht, als Kapillarspalt zwischen 
dem Kammertrager und dem Mikroairay ausgestaltet ist. Der Kapillarspalt weist 
vorzugsweise eine Dicke im Bereich von 10 pm bis 200 |im, besonders bevorzugt im 
Bereich von 25 pm bis 150 [im und am meisten bevorzugt im Bereich von 50 pm bis 
10 1 00 pm auf. Bei speziellen Ausgestaltungen weist der Kapillarspalt eine Dicke von 
60 jm, 70 |im, 80 \im oder 90 urn auf. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird bei einer alternativen Ausfuhrungsform in 
einem Reaktionsraum bzw. einer Reaktionskammer mit einer Dicke beispielsweise 
1 5 von 0,7 mm bis 2,5 mm, vorzugsweise von 1 ,0 mm bis 2,0 mm und besonders 

bevorzugt von 0,8 mm bis 1,8 mm durchgefuhrt. Bei einer speziellen Ausgestaltung 
betragt die Dicke des Reaktionsraums 1,1 mm. 

Oberraschenderweise hat sich gezeigt, dass bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
20 ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erzielt wird, welches trotz des durch die 

gegebenenfalls nicht entfernten in Losung befindlichen markierten Molekiile 
verursachten Hintergrunds eine genaue und empfindliche Detektion zulasst. Ohne 
daran gebunden sein zu wollen, wird von folgender Hypothese ausgegangen. Mit 
zunehmender Konzentration der nachzuweisenden Nukleinsauren in Losung wird die 
25 Oberflache des Chips bzw. Mikroarrays abgesattigt Dies schlagt sich entsprechend 
in der Sattigung des zu detektierenden Signals nieder. Aus der Abhangigkeit der 
Konzentration der in Losung befindlichen Target-Molekulen von der Dicke der 
Reaktionskammer ergibt sich, dass insbesondere bei Ausgestaltung der 
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Reaktionskammer als Kapillarspalt, beispielsweise bei Kammerdicken von 
vorzugsweise 200 |xm oder weniger, eine sinnvolle Detektion der Amplifikations- 
produkte gegen den Hintergrund durchgefuhrt werden kann. Durch Einsatz derartig 
dunner Reaktionskammern wird der Einsatz einer einfachen Detektionstechnik 
5 ermoglicht, ohne dass Wasch- bzw. Spulschritte im Anschluss an die Hybridisierung 
zwischen Nukleinsauresonden und Targetnukleinsauren erforderlich sind. Ferner 
wird auch die Durchfiihrung von dynamischen Experimenten, wie sie beispielsweise 
bei Untersuchungen des Schmelzverhaltens von Sonde-Targetkomplexen oder bei 
der Durchfiihrung einer Echtzeit-Detektion erforderlich sind, ermoglicht 

10 

Aufgrund ihres einfachen Aufbaus sind fur das Detektieren einer Hybridisierung, 
insbesondere bei Verwendung von Reaktionskammern, die als Kapillarspalt 
ausgestaltet sind, epifluoreszenztechnische Aufbauten mit bildgebender 
Detektionstechnik, z.B. auf Basis von CCD, CMOS, JFIT oder scannender PMT, 

1 5 sowie wellenlangenselektierter flachiger oder punktformig scannender Beleuchtung, 
z.B. mittels WeiMichtquellen, LED, organischen LED (OLED) und dgl., besonders 
geeignet Daneben sind selbstverstandlich auch fokiselektive Detektionsmethoden 
bei dem erfindungsgemaBen Verfahren einsetzbar, wie zJB. konfokale Techniken 
oder auf der Anwendung einer tiefenselektiven Beleuchtung aufgrund der z.B. auf 

20 totaler Reflexion beruhenden evaneszenten Auskopplung von Anregungslicht (TIRF) 
im Probensubstrat oder der Verwendung von Wellenleitern beruhende Methoden. 
Derartige fokiselektive Verfahren sind insbesondere dann zu bevorzugen, wenn eine 
weitere Ausgrenzung der durch die in der Fliissigkeit vorhandenen, d.h. nicht 
hybridsierten Fluoreszenzmolekule verursachten Hintergrundsignale erforderlich ist, 

25 urn die Sensitivitat zu erhohen. 

Bei der Verwendung von sehr dtinnen Reaktionsraumen bzw. Reaktionskammern, 
insbesondere in der Form eines Kapillarspalts, sind somit alle herkommlichen 
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Vorrichtungen bzw. Verfahren zur bildgebenden Fluoreszenzdetektion, die fur die 
Messungen von Fluoreszenzsignalen auf planaren Oberflachen beschrieben sind, 
einsetzbar. 

5 Beispiele hierfur sind CCD-basierte Detektoren, die zur Diskriminierung von 

optischen Effekten wie Streuung und Reflexionen die Anregung der Fluorophore im 
Dunkelfeld durch Auflicht oder Durchlicht realisieren (siehe z.B. C. E. Hooper et al., 
Quantitative Photone Imaging in the Life Sciences Using Intensified CCD Cameras, 
Journal of Bioluminescence and Chemoluminescence (1990), 337-344). Weitere 

1 0 Alternativen fur Fluoreszenzdetektionssysteme, die bei dem erfindungsgemaflen 
Verfahren eingesetzt werden konnen, sind WeiBlichtaufbauten wie sie z.B. in 
WO 00/12759, WO 00/251 13 und WO 96/27025 beschrieben sind; konfokale 
Systeme, wie sie z.B. in US 5,324,633, US 6,027,880, US 5,585,639 und WO 
00/12759 beschrieben sind; auf Nipkow-Scheiben basierende konfokale 

1 5 Anregungssy steme bei bildgebender konfokaler Abbildung, wie z.B. in US 
5,760,950 beschrieben sind; auf strukturierter Anregungsverteilung basierende 
Systeme, wie sie z.B. in WO 98/57151 beschrieben sind; 
Fluoreszenzdetektionssysteme in hoher Integration unter Verwendung von 
Mikrooptiken, wie sie z.B. in WO 99/27140 beschrieben sind; und 

20 Laserscanningsysteme, wie sie z.B. in WO 00/12759 beschrieben sind. Ein 
allgemeiner Ablauf von Fluoreszenzdetektionsverfahren unter Verwendung 
derartiger herkommlicher Fluoreszenzdetektionssysteme ist z.B. in US 5,324,633 
beschrieben. 

25 Die Detektion der Hybridisierung zwischen Targetnukleinsauren und den auf dem 
Substrat immobilisierten Nukleinsauren wahrend der zyklischen Amplifikations- 
reaktion ermoglicht eine kontinuierliche Detektion der Signalzunahme auf dem 
Sonden- Array bzw. Mikroarray. Bei einer weiteren Ausfuhrungsform des 
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erfindungsgemaBen Verfahrens wird die Ausgangskonzentration der nach- 
zuweisenden Nukleinsauren in der Probe durch Koixelation mit der Anzahl an 
Amplifikationszyklen bestimmt, die erforderlich ist, damit die Hybridisierung 
zwischen den nachzuweisenden Nukleinsauren und den auf dem Substrat 
5 immobilisierten Nukleinsauresonden detektierbar ist. 

In Abbildung 9 ist der Verlauf der exponentiellen Amplifikation eines Targets bei 
unterschiedlicher Ausgangskonzentration von Target-Molekulen in der Probe 
dargestellt. Eine typische Nachweisgrenze bei der Durchfuhrung des 

1 0 erfindungsgemaBen Verfahrens unter Verwendung herkommlicher Fluoreszenz- 
detektion liegt bei einer Target-Konzentration im Bereich von 1 pM bis 10 pM. In 
Abbildung 9 ist gezeigt, dass dieser Bereich in Abhangigkeit von der Ausgangs- 
konzentration an nachzuweisenden Nukleinsauren in der Probe nach einer 
unterschiedlichen Zahl von Amplifikationszyklen erreicht wird. Folglich kann aus 

1 5 der Zahl an Amplifikationszyklen, die erforderlich ist, urn diese Nachweisgrenze zu 
erreichen, auf die Ausgangskonzentration der nachweisenden Nukleinsauren in der 
Probe geschlossen werden. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen 
20 Verfahrens enthalt die Probe eine Nukleinsaure in bekannter Konzentration, die mit 
einer Nukleinsauresonde des Mikroarrays wechselwirkt bzw. hybridisiert. Eine 
derartige Nukleinsaure in bekannter Konzentration wird im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung auch als Kontroll-Nukleinsaure oder Kontrolle bezeichnet. 

25 In Abbildung 1 0 ist die Entwicklung eines Hybridisierungssignals in Abhangigkeit 
von der Anzahl an Amplifikationszyklen sowie von der Ausgangskonzentration der 
Target-Nukleinsauren in Losung in Folge der exponentiellen Amplifikation gezeigt. 
Auch aus Abbildung 10 geht hervor, dass bereits durch blofles Feststellen des 
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Zeitpunkts des Erreichens der Nachweisgrenze eine Quantifizierung der 
Targetmenge mSglich ist, insbesondere dann, wenn eine entsprechende Kontroll- 
Nukleinsaure in bekannter Konzentration in der Probe mitgefuhrt wird und eine 
entsprechende Kalibrierung durchgefthrt wird. 

5 

Die zu untersuchenden Targets konnen in jeder Art von Probe, vorzugsweise in einer 
biologischen Probe vorliegen. 

Vorzugsweise werden die Targets vor ihrer Detektion und Quantifizierung durch das 
1 0 erfindungsgemaBe Verfahren isoliert, gereinigt, kopiert und/oder amplifiziert. 

Die Amplifikation erfolgt iiblicherweise durch herkommliche PCR-Methoden oder 
durch ein wie vorstehend beschriebenes Verfahren zur parallelen Durchfuhrung von 
Amplifikation der zu analysierenden Zielmolekule durch PGR und Nachweis durch 
1 5 Hybridisierung der Zielmolekule mit dem Substanzbibliothekentrager. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird die 
Amplifikation als Multiplex-PCR in einem zweistufigen Prozess ausgeftihrt (siehe 
auch WO 97/45559). In einer ersten Stufe wird eine Multiplex-PCR durchgefiihrt, 

20 indem Fusionsprimer eingesetzt werden, deren 3 € -Enden genspezifisch sind imd 
deren 5'-Enden eine vmiverselle Region darstellen. Letztere ist bei alien in der 
Multiplex-Reaktion eingesetzten forward- und reverse-Primern gleich. In dieser 
ersten Stufe ist die Primermenge limitierend. Dadurch konnen alle Multiplex- 
Produkte bis zu einem einheitlichen molaren Niveau amplifiziert werden, 

25 vorausgesetzt, dass die Zyklenzahl hinreichend ist, urn fur alle Produkte 

Primerlimitation zu erreichen. In einer zweiten Stufe sind universelle Primer 
zugegen, die identisch mit den 5 c -Regionen der Fusionsprimer sind. Es erfolgt 
Amplifikation bis zur gewunschten DNA-Menge. 
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Der Nachweis erfolgt bei dem erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise dadurch, 
dass die gebundenen Targets mit mindestens einer Markierung versehen sind, die in 
Schritt c) detektiert wird. 

5 

Wie bereits vorstehend erwahnt, ist die Markierung, die an die Targets oder Sonden 
gekoppelt ist, vorzugsweise eine detektierbare Einheit oder eine uber eine 
Ankergruppe an die Targets oder Sonden gekoppelte detektierbare Einheit. 
Hinsichtlich der Moglichkeiten der Detektion bzw. der Markierung ist das 

1 0 erfindungsgemaBe Verfahren auBerst flexibel. So ist das erfindungsgemaBe 
Verfahren mit einer Vielzahl physikalischer, chemischer oder biochemischer 
Detektionsverfahren kompatibel. Voraussetzung ist lediglich, dass die zu 
detektierende Einheit bzw. Struktur direkt an eine Sonde oder ein Target, 
beispielsweise ein Oligonukleotid gekoppelt bzw. iiber eine mit dem Oligonukleotid 

15 koppelbare Ankergruppe verknupft werden kann. 

Die Detektion der Markierung kann auf Fluoreszenz, Magnetismus, Ladung, Masse, 
Affinitat, enzymatischer Aktivimt, Reaktivitat, einer Goldmarkierung u.dgl. beruhen. 
So kann die Markierung beispielsweise auf der Verwendung von Fluorophor- 

20 markierten Strukturen bzw. Bausteinen basieren. In Verbindung mit der Fluoreszenz- 
Detektion kann die Markierung ein beliebiger an Targets oder Sonden wahrend oder 
nach der Amplifikation bzw. Synthese koppelbarer Farbstoff sein. Beispiele hierfur 
sind Cy-Farbstoffe (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), Alexa- 
Farbstoffe, Texas-Rot, Fluorescein, Rhodamin (Molecular Probes, Eugene, Oregon, 

25 USA), Lanthanide wie Samarium, Ytterbium und Europium (EG&G, Wallac, 
Freiburg, Deutschland). 
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Neben Fluoreszenz-Markern konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung als 
Markierung bzw. als Detektiereinheit, die mit den Targets bzw. Sonden gekoppelt ist, 
auch Lumineszenz-Marker, Metall-Marker, Enzym-Marker, radioaktive Marker 
und/oder polymere Marker eingesetzt werden. 

5 

Ebenso kann eine Nukleinsaure als Markierung (Tag) genutzt werden, die durch 
Hybridisierung mit einem markierten Reporter detektiert werden kann. Dies wird 
auch als Sandwich-Hybridisierung bezeichnet. Einsatz zum Nachweis des Tags 
finden diverse molekularbiologische Nachweisreaktionen wie Primer-Extension, 
10 Ligation und RCA. 

Bei einer alternativen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die 
detektierbare Einheit uber eine Ankergruppe mit den Targets oder Sonden gekoppelt. 
Bevorzugt verwendete Ankergruppen sind Biotin, Digoxygenin u. dgl. Die 

1 5 Ankergruppen werden in einer anschlieiienden Reaktion mit spezifisch bindenden 
Komponenten, beispielsweise Streptavidin-Konjugaten oder Antikorper-Konjugaten 
umgesetzt, die selbst detektierbar sind oder eine detektierbare Reaktion auslSsen. Bei 
Einsatz von Ankergruppen kann die Umsetzung der Ankergruppen in detektierbare 
Einheiten vor, wahrend oder nach Zugabe der Probe umfassend die Targets bzw. ggf. 

20 vor, wahrend oder nach der Spaltung der selektiv spaltbaren Bindung in den Sonden 
erfolgen. 

Die Markierung kann erfmdungsgemaB auch durch Wechselwirkung eines 
markierten Molekttls mit den Sonden-Molekulen erfolgen. Beispielsweise kann die 
25 Markierung durch Hybridisierung eines wie vorstehend beschrieben markierten 

Oligonukleotids mit einer Oligonukleotid-Sonde bzw. einem Oligonukleotid-Target 
erfolgen. 
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Weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete Markierungsverfahren 
und Nachweissysteme sind beispielsweise in Lottspeich und Zorbas, Bioanalytik, 
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, 1998, Kapitel 23.3 und 23.4 
beschrieben. 

5 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden 
Nachweisverfahren eingesetzt, die im Ergebnis ein Addukt mit einem bestimmten 
Loslichkeitsprodukt, das eine Prazipitation zur Folge hat, liefern. Zur Markierung 
werden insbesondere Substrate bzw. Edukte eingesetzt, die in ein schwer losliches, 

1 0 ublicherweise gefarbtes Produkt umgesetzt werden konnen. Beispielsweise konnen 
bei dieser Markierungsreaktion Enzyme verwendet werden, die den Umsatz eines 
Substrats bzw. Edukts in ein schwer losliches Produkt katalysieren. Reaktionen, die 
geeignet sind, urn zu einem Niederschlag an Array-Elementen zu fuhren, sowie 
Moglichkeiten fur die Detektion des Niederschlags sind beispielsweise in der 

1 5 internationalen Patentanmeldung WO 00/720 1 8 und in der international 

Patentanmeldung WO 02/02810 beschrieben, auf deren diesbeziiglichen Inhalt 
hiermit ausdrucklich Bezug genommen wird. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
20 Verfahrens sind die gebundenen Targets mit einer Markierung versehen, die die 
Reaktion eines lSslichen Substrats bzw. Edukts zu einem schwer loslichen 
Niederschlag auf dem Array-Element katalysiert, an dem eine Sonden/Target- 
Wechselwirkung stattgefimden hat bzw. die als Kristallisationskeim fur die 
Umwandlung eines loslichen Substrats zu einem schwer loslichen Niederschlag auf 
25 dem Array-Element wirkt, an dem eine Sonden/Target-Wechselwirkung 
stattgefimden hat. 
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Der Einsatz des erfindungsgemafien Verfahrens erlaubt auf diese Weise die 
simultane qualitative und quantitative Analyse einer Vielzahl von Sonden/Target- 
Wechselwirkungen, wobei einzelne Array-Elemente mit einer GrSfie von < 1000 \im, 
vorzugsweise von < 100 nm und besonders bevorzugt von < 50 realisiert werden 
5 kSnnen. 

In der Immunzytochemie und bei immunologischen Mikrotiterplatten-basierten Tests 
ist der Einsatz von enzymatischen Markierungen bekannt (siehe E. Lidell und I. 
Weeks, Antibody Technology, BIOS Scientific Publishers Limited, 1995). So 
10 katalysieren beispielsweise Enzyme den Umsatz eines Substrats bzw. Edukts in ein 
schwer losliches, in aller Regel gefarbtes Produkt. 

Besonders bevorzugt ist die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fuhrende Reaktion eine durch ein Enzym katalysierte Umsetzung eines 
1 5 loslichen Substrats bzw. Edukts in ein schwer losliches Produkt. Bei einer speziellen 
Ausfuhrungsform ist die zur Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen 
fuhrende Reaktion eine durch eine Peroxidase katalysierte Oxidation von 3,3\5,5- 
Tetramethylbenzidin. 

20 Vorzugsweise wird als Peroxidase fur die Oxidation von 3,3', 5,5- 

Tetramethylbenzidin Meerrettichperoxidase eingesetzt. Dem Fachmann sind jedoch 
weitere Peroxidasen bekannt, die zur Oxidation von S^'^^'-Tetramethylbenzidin 
eingesetzt werden konnen. 

25 Es wird angenommen, dass 3,3\5,5'-Tetramethylbenzidin unter der katalytischen 
Einwirkung einer Peroxidase in einem ersten Schritt zu einem blau gefarbten 
Radikalkation oxidiert wird (siehe z.B. Gallati und Pracht, J. Clin. Chem. Clin. 
Biochem. 1985, 23, 8, 454). Dieses blau gefarbte Radikalkation wird mittels eines 
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Polyanions wie z.B. Dextransulfat als Komplex ausgefallt. Die Fallungsreaktion uber 
eine durch eine Peroxidase-katalysierte Oxidation von 3,3^5,5'-Tetramethylbenzidin 
ist beispielsweise in EP 0 456 782 beschrieben. 

5 Die vorstehende Tabelle 1 gibt, ohne den Anspruch zu erheben, vollstandig zu sein, 
einen Uberblick uber eine Reihe von in Frage kommenden Reaktionen, die geeignet 
sind, um zu einem Niederschlag an Array-Elementen zu fuhren, an denen eine 
Wechselwirkung zwischen Target und Sonde erfolgt ist. 

10 Die Markierung von biologischen Proben mit Enzymen bzw. Gold, insbesondere 
nanokristallinem Gold ist hinlanglich beschrieben (siehe u,a. F. Lottspeich und H. 

♦ 

Zorbas, Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, 1998; E. 
Lidell und I. Weeks, Antibody Technology, BIOS Scientific Publishers Limited, 
1995). 

15 

Weitere MSglichkeiten fur den Nachweis der Sonde/Target-Wechselwirkungen uber 
unlosliche Prazipitate bei dem erfindungsgemaflen Verfahren sind beschreiben in: 
Immunogold-Silver Staining, Principles, Methods and Applications, Hrsg.: 
M.A.Hayat, 1995, CRC Press; Eur J Immunogenet 1991 Feb-Apr;18(l-2):33-55 

20 HLA-DR, DQ and DP typing using PCR amplification and immobilized probes. 

Erlich H, Bugawan T, Begovich AB, Scharf S, Griffith R, Saiki R, ffiguchi R, Walsh 
PS. Department of Human Genetics, Cetus Corp., Emeryville, California 94608; Mol 
Cell Probes 1993 Jun;7(3): 199-207 A combined modified reverse dot-blot and nested 
PCR assay for the specific non-radioactive detection of Listeria monocytogenes. Bsat 

25 N, Batt CA. Department of Food Science, Cornell University, Ithaca, NY 14853. 
Immunogenetics 1990;32(4):231-41 Erratum in: Immunogenetics 1991;34(6):413 
Rapid HLA-DPB typing using enzymatically amplified DNA and nonradioactive 
sequence-specific oligonucleotide probes. Bugawan TL, Begovich AB, Erlich HA. 
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Department of Human Genetics, Cetus Corporation, Emeryville, CA 94608. Hum 
Immunol 1992 Dec;35(4):215-22 Generic HLA-DRB1 gene oligotyping by a 
nonradioactive reverse dot-blot methodology. Eliaou JF, Palmade F, Avinens O, 
Edouard E, Ballaguer P, Nicolas JC, Clot J. Laboratory of Immunology, Saint Eloi 

5 Hospital, CHU Montpellier, France. J Immunol Methods 1 984 Nov 30;74(2):353-60 
Sensitive visualization of antigen-antibody reactions in dot and blot immune overlay 
assays with immunogold and immunogold/silver staining. Moeremans M, Daneels G, 
Van Dijck A, Langanger G, De Mey J. Histochemistry 1987;86(6):609-15 Non- 
radioactive in situ hybridization. A comparison of several immunocytochemical 

10 detection systems using reflection-contrast and electron microscopy. Cremers AF, 
Jansen in de Wal N, Wiegant J, Dirks RW, Weisbeek P, van der Ploeg M, 
Landegent JE. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind bei den erfindungsgemafien Verfahren 
1 5 u.a. folgende Varianten fur den Nachweis der Sonde/Target- Wechselwirkungen liber 
unlosliche Pr&zipitate denkbar. 

Bei einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Verfahren werden die Targets 
mit einem Katalysator, vorzugsweise einem Enzym versehen, das die Umwandlung 

20 eines loslichen Substrats in ein unlosliches Produkt katalysiert. Die Reaktion, die zur 
Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen flihrt, ist in diesem Fall die 
Umwandlung eines loslichen Substrats bzw. Edukts in ein unlosliches Produkt in 
Gegenwart eines mit den Targets gekoppelten Katalysators, vorzugsweise Enzyms. 
Das Enzym wird vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 

25 Meerettichperoxidase, alkahscher Phosphatase und Glucoseoxidase. Das losliche 
Substrat bzw. Edukt wird vorzugsweise ausgewahlt aus der Gmppe, bestehend aus 
3,3'-Diaminobenzidin, 4-Chlor-l-naphthol, 3-Amino-9-ethylcarbazol, p- 
Phenylendiamin-HCl/Pyrocatechol, S^^^'-Tetramethylbenzidin, Naphthol/Pyronin, 
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Bromchlorindoylphosphat, Nitrotetraazoliumblau und Phena2dnmethosulfat. 
Beispielsweise wird ein farbloser I6slicher Wasserstoffdonor, z.B. 3,3'- 
Diaminobenzidin, in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid in ein unlosliches farbiges 
Produkt umgewandelt. Das Enzym Meerrettichperoxidase iibertragt 
5 Wasserstoflfionen aus den Donoren auf Wasserstoffperoxid unter Bildung von 
Wasser. 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die 
Reaktion, die zur Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen fuhrt, die 
1 0 Bildung eines metallischen Niederschlags ist. Besonders bevorzugt ist die zur 
Bildung eines Niederschlags an den Array-Elementen fuhrende Reaktion die 
chemische Reduktion einer Silberverbindung, vorzugsweise SUbernitrat, Silberlactat, 
Silberacetat oder Silbertartrat, zu elementarem Silber. Als Reduktionsmittel wird 
vorzugsweise Formaldehyd und/oder Hydrochinon eingesetzt. 

15 

Eine weitere Moglichkeit des Nachweises molekularer Wechselwirkungen auf 
Arrays besteht somit im Einsatz von Metallmarkierungen. Hierbei werden 
beispielsweise kolloidales Gold oder definierte Goldcluster mit den Targets 
gekoppelt, ggf. uber bestimmte Vermittlermolekule wie Streptavidin. Die durch die 

20 Goldmarkierung entstehende Farbung wird vorzugsweise durch nachfolgende 

Reaktion mit unedleren Metallen wie z.B. Silber verstarkt, wobei die mit den Targets 
gekoppelte Goldmarkierung als Kristallisationskeim bzw. Katalysator beispielsweise 
Sir die Reduktion von Silberionen zu einem Silberniederschlag wirkt. Die mit 
Goldmarkierungen gekoppelten Targets werden im Folgenden auch als 

25 Goldkonjugate bezeichnet 

Weitere Moglichkeiten des Nachweis von Sonde/Target- Wechselwirkungen uber 
unlosliche Prazipitate sind insbesondere in WO 02/02810 beschrieben. 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-92- 



Bei dieser Ausfiihrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens kann auch eine 
relative Quantifizierung der Sonden-/Target-Wechselwirkung erfolgen. Die relative 
Quantifizierung der Konzentration der gebundenen Targets auf einem Sonden-Array 

5 durch Nachweis eines Priizipitats bzw. eines Niederschlags erfolgt fiber die 

Konzentration der mit den Targets gekoppelten Markierungen, die die Reaktion eines 
lSslichen Substrats bzw. Edukts zu einem schwer loslichenNiederschlag auf dem 
Array-Element, an dem eine Sonden/Target-Wechselwirkung stattgefunden hat, 
katalysieren bzw. als Kristallisationskeim ftir derartige Reaktionen wirken. 

1 0 Beispiels weise betragt im Fall von mit Nanogold markierten HPLC-gereinigten 

Oligonukleotidsonden das Verhaltnis von gebundenem Target zu Goldpartikel 1 :1. In 
anderen Ausfuhrungsfonnen der vorliegenden Erfindung kann es ein Vielfaches oder 
auch einen Bruchteil davon betragen. 

1 5 Die Detektion bei dieser Ausftihrungsform des erfindungsgemafien Nachweis- 

verfahrens erfolgt somit durch Messung der Transmissionsanderung, Reflexion oder 
Streuung, die durch den Niederschlag hervorgerufen wird, der auf den Array- 
Elementen, an denen eine Sonden/Target-Wechselwirkung stattgefunden hat, durch 
die katalytische Wirkung der mit den gebundenen Targets gekoppelten Markierung 

20 erzeugt wird. 

Die Lichtabsorption wird im Fall der Kopplung von kolloidalem Gold oder 
definierten Goldcluster mit den Targets bereits durch die Gegenwart dieser 
metallischen Markierungen hervorgerufen. Zur Verstarkung der Lichtabsorption wird 
25 allerdings vorzugsweise katalytisch durch derartige Wechselwirkungshybride, d.h. 
die mit einer Markierung wie bei spiels weise kolloidalem Gold oder definierten 
Goldclustem versehene Targets, ein nicht transparentes Prazipitat abgeschieden. Als 
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besonders vorteilhaft hat sich im Fall von Goldkonjugaten die Verwendung von 

* 

Silber als Prazipitat herausgestellt. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgem&Ben 
5 Verfahrens wird somit in Schritt c) der zeitliche Verlauf der Niederschlagsbildung an 
den Array-Elementen in Form von Signalintensitaten detektiert. Auf diese Weise 
kann eine genaue Bestimmung der relativen quantitativen Menge an gebundenen 
Targets gewShrleistet werden. Eine derartige Vorgehensweise ist ausfuhrlich in der 
internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 beschrieben, auf deren 
10 diesbeziiglichen Inhalt hiermit ausdriicklich Bezug genommen wird. 

Der qualitative und/oder quantitative Nachweis der Sonden-/Target-Wechselwirkung 
durch Messung der Durchlichtabsorption kann bei diesem Aspekt der vorliegenden 
Erfindung analog dem vorstehend beschriebenen Beispiel fur ein erfindungsgemaBes 
1 5 Verfahren unter Verwendung einer erfindungsgemafien Vorrichtung, die ein 

optisches System umfasst, mit dem der zeitliche Verlauf von Niederschlagsbildungen 
auf der Detektionsflache detektierbar ist, durchgefuhrt werden. 

Voraussetzung fur die Bindung eines beispielsweise mit einer Fluoreszenzgruppe 
20 markierten Targetmolektils in Form eines DNA- oder RNA-Molekuls an eine 
Nukleinsauresonde des Mikroarrays ist, dass sowohl Targetmolekiil als auch 
Sondenmolekiil in Form einer einzelstrangigen Nukleinsaure vorliegen. Nur 
zwischen solchen Molektilen kann eine effiziente und spezifische Hybridisierung 
stattfinden. EinzelstrSngige Nukleinsaureziel- und Nukleinsauresondenmolekule 
25 erhalt man in der Regel durch Hitzedenaturierung und optimale Wahl von Para- 
metern wie Temperatur, Ionenstarke und Konzentration helixdestabilisierender 
Molekule. Somit wird gewahrleistet, dass nur Sonden mit nahezu perfekt 
komplementaren, d.L einander entsprechenden Sequenzen mit der Zielsequenz 
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gepaart bleiben (siehe z.B. A.A. Leitch, T. Schwarzacher, D. Jackson, I. J. Leitch, 
1994, In vitro Hybridisierung, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg/ 
Berlin/Oxford). 

5 Wird die nachzuweisende Nukleinsaure zunachst durch eine PCR amplifiziert, wird 
der Reaktion zu Anfang bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
mindestens ein Kompetitor zugesetzt, der die Bildung eines der beiden durch die 
PCR amplifizierten Template-Strange inhibiert. Insbesondere wird bei der PCR ein 
DNA-Molekul zugesetzt, das mit einem der zur PCR-Amplifikation des Templates 

1 0 verwendeten Primer urn die Bindung an das Template konkurriert, und nicht 
enzymatisch verlangert werden kann. Die durch die PCR amplifizierten 
einzelstrangigen Nukleinsauremolekule werden dann durch Hybridisierung mit einer 
komplementaren Sonde nachgewiesen. Alternativ wird die nachzuweisende Nuklein- 
saure zunachst im Einzelstranguberschuss durch eine PCR amplifiziert und durch 

15 eine anschlieBende Hybridisierung mit einer komplementaren Sonde nachgewiesen, 
wobei der PCR-Reaktion zu Anfang ein Kompetitor zugesetzt wird, bei dem es sich 
urn ein DNA-Molekul oder ein Molektil eines Nukleinsaure-Analogons handelt, das 
an einen der beiden Strange des Templates hybridisieren kann, aber nicht an den 
Bereich, der durch die Sonden-Hybridisierung nachgewiesen wird, und das 

20 enzymatisch nicht verlangerbar ist. 

Als Kompetitor in der PCR kann jedes Molektil eingesetzt werden, das eine 
bevorzugte Amplifikation nur eines der beiden in der PCR-Reaktion vorhandenen 
Template-Strange bewirkt. Bei Kompetitoren kann es sich daher erfindungsgemSfi 
25 urn Proteine, urn Peptide, urn DNA-Liganden, urn Interkalatoren, urn NukleinsSuren 
oder deren Analoga handeln. Als Kompetitoren werden bevorzugt Proteine bzw. 
Peptide eingesetzt, die in der Lage sind, einzelstrangige Nukleinsauren mit Sequenz- 
Spezifitat zu binden und uber die oben definierten Eigenschaften verfiigen. 
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Besonders bevorzugt werden als Sekundarstrukturbrecher Nukleinsauremolekule und 
Nukleinsaure-Analoga-Molekiile eingesetzt. 

Durch anfangliche Zugabe des Kompetitors zur PCR wahrend der Amplifikation 
5 wird die Bildung eines der beiden Template-Strange im Wesentlichen inhibiert. "Im 
Wesentlichen inhibiert" bedeutet, dass im Rahmen der PCR ein ausreichender 
Einzelstranguberschuss und eine ausreichende Menge des anderen Template-Strangs 
hergestellt werden, urn einen effizienten Nachweis des ampiifizierten Strangs durch 
die Hybridisierung zu gewahrleisten. Die Amplifikation erfolgt damit nicht einer 
1 0 exponentiellen Kinetik der Form 2" (mit n = Anzahl der Zyklen), sondern einer 
gedampften Amplifikationskinetik der Form <2 n . 

Der durch die PCR erzielte Einzelstranguberschuss betragt gegentiber dem nicht- 
amplifizierten Strang den Faktor 1,1 bis 1000, bevorzugt den Faktor 1,1 bis 300, 
15 ebenfaUs bevorzugt den Faktor 1,1 bis 100, besonders bevorzugt den Faktor 1,5 bis 
100, ebenfalls besonders bevorzugt den Faktor 1,5 bis 50, insbesondere bevorzugt 
den Faktor 1,5 bis 20 und am meisten bevorzugt den Faktor 1,5 bis 10. 

Typischerweise wird die Funktion eines Kompetitors darin bestehen, dass er selektiv 
20 an einen der beiden Template-Strange bindet und damit die Amplifikation des 
entsprechenden komplementaren Stranges behindert. Als Kompetitoren kommen 
daher einzelstrangige DNA- oder RNA-bindende Proteine mit Spezifitat fiir einen 
der beiden in einer PCR zu amplifizierenden Template-SMnge in Frage. Ebenso 
kann es sich urn Aptamere handeln, die Sequenz-spezifisch nur an bestimmte 
25 Bereiche eines der beiden zu amplifizierenden Template-Strange binden. 

Bevorzugt werden Nukleinsauren oder Nukleinsaure-Analoga als Kompetitoren 
eingesetzt. Ublicherweise werden die Nukleinsauren bzw. Nukleinsaure-Analoga 
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daduxch als Kompetitor der PCR wirken, dass sie entweder mit einem der zur PCR 
verwendeten Primer urn die Primer-Bindungsstelle konkurrieren oder, aufgrund einer 
Sequenz-Komplementaritat mit einem Bereich eines nachzuweisenden Template- 
Strangs hybridisieren konnen. Bei diesem Bereich handelt es sich nicht urn die 
5 Sequenz, die durch die Sonde nachgewiesen wird. Solche Nukleinsaure- 
Kompetitoren sind enzymatisch nicht verlangerbar. 

Bei den Nukleinsaure-Analoga kann es sich z.B. urn sogenannte Peptid- 
Nukleinsauren (peptide nucleic acids, PNA) handeln. Bei Nukleinsaure-Analoga 

1 0 kann es sich aber auch urn Nukleinsauremolekule handeln, bei denen die Nukleotide 
ttber eine Phosphothioat-Bindung anstelle einer Phosphat-Bindung miteinander 
verkniipft sind. Ebenso kann es sich urn Nukleinsaure-Analoga handeln, bei denen 
die naturlich vorkommenden Zuckerbausteine Ribose bzw. Deoxyribose gegen 
alternative Zucker wie z.B. Arabinose oder Trehalose etc. ansgetauscht wurden. 

1 5 Weiterhin kann es sich bei dem Nukleins&urederivat urn „locked nucleic acid" 
(LNA) handeln. Weitere ubliche Nukleinsaure-Analoga sind dem Fachmann 
bekannt. 

Bevorzugt werden als Kompetitoren DNA- oder RNA-Molekiile, insbesondere 
20 bevorzugt DNA- oder RNA-Oligonukleotide bzw. deren Analoga eingesetzt. 

Abhangig von der Sequenz der als Kompetitoren eingesetzten Nukleinsauremolekule 
bzw. Nukleinsaure-Analoga beruht die Inhibierung der Amplifikation eines der 
beiden Template-Strange im Rahmen der PCR-Reaktion auf unterschiedlichen 
25 Mechanismen. Dies wird im Folgenden beispielhaft anhand eines DNA-Molekuls 
diskutiert. 
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Wenn als Kompetitor z.B. ein DNA-Molektil verwendet wird, kann dies eine 
Sequenz aufweisen, die mit der Sequenz eines der zu PCR verwendeten Primer 
zumindest teilweise derart identisch ist, dass eine spezifische Hybridisierung des 
DNA-Kompetitor-Molektils mit dem entsprechenden Template-Strang unter 

5 stringenten Bedingungen moglich ist. Da das zur Kompetition verwendete DNA- 
Molekul erfindungsgemaB in diesem Fall nicht durch eine DNA-Polymerase 
verlangerbar ist, kompetiert das DNA-Molektil mit dem jeweiligen Primer wahrend 
der PCR-Reaktion urn die Bindung an das Template. Je nach Mengenverhaltnis des 
DNA-Kompetitor-Molekttls zum Primer kann auf diese Weise die Amplifikation des 

1 0 durch den Primer definierten Template-Strangs derart inhibiert werden, dass die 
Herstellung dieses Template-Strangs deutlich reduziert ist. Die PCR verlauft dabei 
nach einer exponentiellen Kinetik, die hoher ist, als bei den verwendeten 
Kompetitor-Mengen zu erwarten ware. Auf diese Weise entsteht ein^ 
Einzelstrangiiberschuss in einer Menge, die ausreichend fur einen effizienten 

1 5 Nachweis der amplifizierten Target-Molekule durch Hybridisierung ist. 

Bei dieser Ausfuhrungsform dtirfen die zur Kompetition verwendeten 
Nukleinsauremolekiile bzw. Nukleinsaureanaloga enzymatisch nicht verlangerbar 
sein. "Enzymatisch nicht verlangerbar" bedeutet, dass die zur Amplifikation 
20 verwendete DNA- oder RNA-Polymerase den Nukleinsaure-Kompetitor nicht als 
Primer verwenden kann, d.h. nicht in der Lage ist, 3 ! von der durch den Kompetitor 
definierten Sequenz den jeweiligen Gegenstrang zum Template zu synthetisieren. 

Alternativ zu der oben dargestellten Moglichkeit kann das DNA-Kompetitor- 
25 Molekul auch tiber eine Sequenz verfugen, die zu einem Bereich des 

nachzuweisenden Template-Strangs komplementar ist, der nicht durch eine der 
Primer-Sequenzen adressiert wird, und die enzymatisch nicht verlangerbar ist. Im 
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Rahmen der PGR ward das DNA-Kompetitor-Molekul dann an diesem Template- 
Strang hybridisieren und die Amplifikation dieses Stranges entsprechend blockieren. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass die Sequenzen von DNA-Kompetitor-Molekulen 
5 oder allgemein Nukleinsaure-Kompetitor-Molekulen entsprechend gewShlt werden 
konnen. Wenn die Nukleinsaure-Kompetitor-Molekule eine Sequenz aufweisen, die 
nicht mit der Sequenz eines der zur PCR verwendeten Primer im Wesentlichen 
identisch, sondern zu einem anderen Bereich des nachzuweisenden Template-Strangs 
komplementar ist, ist diese Sequenz so zu wahlen, dass sie nicht in den Bereich der 
1 0 Template-Sequenz fallt, der im Rahmen der Hybridisierung mit einer Sonde 

nachgewiesen wird. Dies ist deswegen notwendig, da zwischen der PCR und der 
Hybridisierungsreaktion keine Aufarbeitungsreaktion stattfinden muss. Wtirde als 
Kompetitor ein Nukleinsauremolekul verwendet, das in den nachzuweisenden 
Bereich fallt, wiirde dies mit dem einzelstrangigen Target-Molekiil urn die Bindung 
15 an die Sonde kompetieren. 

♦ 

Bevorzugt hybridisieren solche Kompetitoren in der Nahe der Template-Sequenz, die 
durch die Sonde nachgewiesen wird. Die Positionsangabe "in der Nahe" ist dabei 
erfindungsgemaB so zu verstehen, wie sie fur Sekundarstrukturbrecher angegeben ist. 
20 Allerdings konnen die erfindungsgemaBen Kompetitoren auch in unmittelbarer 

Nachbarschaft der nachzuweisenden Sequenz hybridisieren, d.h. exakt ein Nukleotid 
von der nachzuweisenden Target-Sequenz entfernt. 

Wenn als kompetitierende Molekule enzymatisch nicht verlangerbare Nukleinsauren 
25 oder Nukleinsaure-Analoga verwendet werden, sind diese hinsichthch ihrer Sequenz 
oder Struktur so zu wahlen, dass sie nicht enzymatisch durch DNA- oder RNA- 
Polymerasen verlSngert werden konnen. Bevorzugt ist das S'-Ende eines 
Nukleinsaure-Kompetitors so ausgelegt, dass es keine Komplementaritat zum 
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Template aufweist und/oder anstelle der 3-OH-Gruppe am 3-Ende einen anderen 
Substituenten tragt 

Weist das 3-Ende des Nukleinsaure-Kompetitors keine Komplementaritat zum 
5 Template auf, unabhangig davon, ob der Nukleinsaure-Kompetitor an eine der 
Primer-Bindungsstellen des Templates oder an eine der durch die PCR zu 
amplifizierenden Sequenzen des Templates bindet, kann der Nukleinsaure- 
Kompetitor wegen der fehlenden Basen-Komplementaritat am 3 r -Ende nicht durch 
die gSngigen DNA-Polymerasen verlangert werden. Diese Art der Nicht- 

1 0 Verlangerbarkeit von Nukleinsaure-Kompetitoren durch DNA-Polymerasen ist dem 
Fachmann bekannt. Bevorzugt weist der Nukleinsaure-Kompetitor an seinem 3- 
Ende bezuglich der letzten 4 Basen, besonders bevorzugt bezuglich der letzten 3 
Basen, insbesondere bevorzugt bezuglich der letzten 2 Basen und am meisten 
bevorzugt bezuglich der letzten Base keine Komplementaritat zu seiner Zielsequenz 

1 5 auf . Solche Kompetitoren konnen an den genannten Positionen auch nicht-naturliche 
Basen aufweisen, die keine Hybridisierung erlauben. 

Nukleinsaure-Kompetitoren, die enzymatisch nicht verlangerbar sind, konnen auch 
eine 100%-ige Komplementaritat zu ihrer Zielsequenz aufweisen, wenn sie in ihrem 
20 Rtickgrat oder an ihrem 3 ? -Ende derart modifiziert sind, dass sie enzymatisch nicht 
verlangerbar sind. 

Weist der Nukleinsaure-Kompetitor an seinem 3-Ende eine andere Gruppe als die 
OH-Gruppe auf, handelt es sich bei diesen Substituenten bevorzugt urn eine 
25 Phosphat-Gruppe, urn ein Wasserstoff-Atom pideoxynukleotid), eine Biotingruppe 
oder eine Aminogruppe. Diese Gruppen konnen durch die gangigen Polymerasen 
nicht verlangert werden. 
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Besonders bevorzugt wird bei einem derartigen Verfahren als Kompetitor ein DNA- 
Molekiil verwendet, das mit einem der beiden zur PCR verwendeten Primer urn die 
Bindung an das Template kompetiert und welches am 3'-Ende wahrend der 
chemischen Synthese mit einem Aminolink versehen wurde. Solche Kompetitoren 
5 konnen 1 00%-ige Komplementaritat zu ihrer Zielsequenz haben. 

Nukleinsaure-Analoga-Kompetitoren wie z.B. PNAs miissen dagegen nicht uber eine 
blockierte 3 f -OH-Gruppe oder eine nicht-komplementare Base an ihrem 3-Ende 
verfiigen, da sie aufgrund des durch die Peptid-Bindung veranderten Riickgrats nicht 

1 0 durch die DNA-Polymerasen erkannt und somit auch nicht verlangert werden. 
Entsprechende andere Modifikationen der Phosphatgruppe, die durch die DNA- 
Polymerasen nicht erkannt werden, sind dem Fachmann bekannt. Dazu gehoren u.a. 
Nukleinsauren mit Ruckgratmodifikationen wie z.B. 2 6 -5 6 Amid-Bindungen (Chan et 
al. (1999) J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 315-320), Sulfid-Bindungen (Kawai et al. 

15 (1993) Nucleic Acids Res., 1 (6), 1473-1479), LNA (Sorensen et al. (2002) J. Am. 
Chem. Soc, 124 (10), 2164-2176) und TNA (Schoning et al. (2000) Science, 290 
(5495), 1347-1351). 

Es konnen auch mehrere Kompetitoren, die an unterschiedliche Bereiche des 
20 Templates (z,B. u.a. die Primer-Bindungsstelle) hybridisieren, gleichzeitig in einer 
PCR eingesetzt werden. Wenn die Kompetitoren uber 

Sekundarstrukturbrechereigenschaften verftigen, kann dadurch die Effizienz der 
Hybridisierung zusatzlich gesteigert werden. 

25 In einer alternativen Ausfuhrungsform kann das DNA-Kompetitor-Molekiil iiber eine 
zu einem der Primer komplementare Sequenz verfiigen. Solche z.B. Antisense-DNA- 
Kompetitor-Molektile k6nnen dann je nach Mengenverhaltnis zwischen Antisense- 
DNA-Kompetitor-Molekul und Primer dazu verwendet werden, den Primer in der 
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PCR-Reaktion zu titrieren, so dass dieser nicht mehr mit dem jeweiligen Template- 
Strang hybridisiert und entsprechend nur der durch den anderen Primer definierte 
Template-Strang amplifiziert wird. Dem Fachmann ist bewusst, dass bei dieser 
Ausfuhrungsform der Erfmdung der Nukleinsaure-Kompetitor enzymatisch 
5 verlangerbar sein kann, aber nicht muss. 

Wenn im Rahmen dieser Erfindung von Nukleinsaure-Kompetitoren gesprochen 
wird, schlieBt dies Nukleinsaure-Analoga-Kompetitoren mit ein, wenn sich nicht aus 
dem Kontext etwas anderes ergibt. Der Nukleinsaure-Kompetitor kann an den 
1 0 entsprechenden Strang des Templates reversibel oder irreversibel binden. Die 
Bindung kann durch kovalente bzw. nicht kovalente Wechselwirkungen erfolgen. 

Bevorzugt erfolgt die Bindung des Nukleinsaure-Kompetitors iiber nicht-kovalente 
Wechselwirkungen und ist reversibel. Insbesondere bevorzugt erfolgt die Bindung an 
1 5 das Template durch Ausbildung von Watson-Crick Basenpaarungen. 

Die Sequenzen der Nukleinsaure-Kompetitoren richten sich in der Regel nach der 
Sequenz des Template-Strangs, der nachgewiesen werden soli, bei antisense-Primem 
dagegen nach den zu titrierenden Primer-Sequenzen, die aber wiederum durch die 
20 Template-Sequenzen definiert sind. 

Bei der PCR-Amplifikation von Nukleinsauren handelt es sich urn eine Labor- 
Standardmethode, mit deren vielfaltigen Variations- und 
Ausgestaltungsmdglichkeiten der Fachmann vertraut ist. Prinzipiell ist eine PCR 
25 dadurch charakterisiert, dass das doppelstrangige Nukleinsaure-Template, 

ublicherweise ein doppelstrangiges DNA-Molekul, zuerst einer Hitze-Denaturierung 
flir 5 Minuten bei 95° C unterworfen wird, wodurch die beiden Strange voneinander 
getrennt werden. Nach einer Abktihlung auf die sogenannte "annealing" -Temperatur 
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(definiert durch den Primer mit der niedrigeren Schmelztemperatur) lagern sich die 
in der Reaktionsldsung vorhandenen "forward"- und "reverse"-Primer an die zu ihrer 
Sequenz komplementaren Stellen in den jeweiligen Template-Strangen an. Die 
"annealing" -Temperatur der Primer richtet sich dabei nach der Lange und Basen- 
5 zusammensetzung der Primer. Sie kann aufgrund theoretischer Oberlegungen 

kalkuliert werden. Angaben zur Kalkulation von "annealing"-Temperaturen finden 
sich z.B. in Sambrook et al. (vide supra). 

Nach dem Annealen der Primer, das typischerweise in einem Temperaturbereich von 
10 40-75 °C, bevorzugt von 45-72 °C und insbesondere bevorzugt von 50-72 °C erfolgt, 
folgt ein Elongationsschritt, bei dem durch die Aktivitat der in der Reaktionslosung 
vorhandenen DNA-Polymerase Desoxyribonukleotide mit dem 3-Ende der Primer 
verkntipft werden. Die Identitat der eingefugten dNTPs richtet sich dabei nach der 
Sequenz des mit dem Primer hybridisierten Template-Strangs. Da in der Regel 
1 5 thermostabile DNA-Polymerasen eingesetzt werden, lauft der Elongationsschritt 
iiblicherweise zwischen 68-72° C ab. 

Bei der symmetrischen PCR wird durch eine Wiederholung dieses beschriebenen 
Zyklus aus Denaturierung, Annealing der Primer und Elongation der Primer eine 

20 exponentielle Vermehrung des durch die Primersequenzen definierten 

Nukleinsaureabschnitts des Targets erreicht. Hinsichtlich der Pufferbedingungen bei 
der PCR, der verwendbaren DNA-Polymerasen, der Herstellung von 
doppelstrangigen DNA-Templates, des Designs von Primern, der Wahl der 
Annealing-Temperatur und Variationen der klassischen PCR steht dem Fachmann 

25 zahlreiche Literatur zur Verfiigung. 
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Dem Fachmann ist gelaufig, dass als Template auch z.B. einzelstrangige RNA, wie 
z.B. mRNA, eingesetzt werden kann. Diese wird in der Regel vorher durch eine 
Reverse Transkription in eine doppelstrangige cDNA iiberfiihrt. 

5 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird als Polymerase eine thermostabile 
DNA-abhangige DNA-Polymerase verwendet. In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform wird eine thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Taq-DNA-Polymerase (Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland sowie Qiagen, Hilden, Deutschland), Pfu-DNA-Polymerase 

1 0 (Stratagene, La Jolla, USA), Tth-DNA-Polymerase (Biozym Epicenter Technol., 
Madison, USA), Vent-DNA-Polymerase, DeepVent-DNA-Polymerase (New 
England Biolabs, Beverly, USA), Expand-DNA-Polymerase (Roche, Mannheim, 
Deutschland) verwendet. 

1 5 Die Verwendung von Polymerases die aus natiirlich vorkommenden Polymerasen 
durch gezielte oder evolutive Veranderung optimiert worden sind, ist ebenfalls 
bevorzugt. Bei der Durchfuhrung der PCR in Gegenwart des 
Substanzbibhothekentragers ist insbesondere die Verwendung der Taq-Polymerase 
der Firma Eppendorf (Deutschland) bzw. des Advantage-cDNA-Polymerase-Mix 

20 von Clontech (Palo Alto, CA, USA) bevorzugt. 

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung zur 
Verfugung gestellt, die insbesondere zur Amplifikation und zum qualitativen und 
quantitativen Nachweis von Nukleinsauren mittels einem wie vorstehend 
25 beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahren geeignet ist. 

Bei diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung umfasst die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung eine Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; und eine 
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Reaktionskammer, die zwischen einem Kammertrager und einem Mikroarray 
gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat mit darauf auf Array-Elementen 
immobilisierten Nukleinsauresonden umfasst und die Temperatur in der 
Reaktionskammer durch die Temperatursteuerungs- und -regeleinheit steuerbar 
5 und/oder regelbar ist. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist ferner derart 

ausgestaltet, dass die Hybridisierung zwischen nachzuweisendenNukleinsauren und 
auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauresonden detektierbar ist, ohne dass 
Molekule aus der Reaktionskammer entfernt werden, die nicht mit den auf dem 
Substrat immobilisierten Nukleinsauren hybridisiert sind. v 

10 

Ein in der Reaktionskammer befindlicher Chip bzw. Mikroarray, der einen Trager 
mit einer Detektionsflache umfasst, auf der eine Substanzbibliothek immobilisiert ist, 
gewahrleistet die Moglichkeit der Bereitstellung einer sehr hohen Sondendichte in 
der Reaktionskammer. 

15 

Die Reaktionskammer der erfindungsgemSBen Vorrichtung ist bei diesem Aspekt der 
vorliegenden Erfmdung vorzugsweise als Kapillarspalt ausgestaltet. Der 
Kapillarspalt weist vorzugsweise eine Dicke im Bereich von 1 0 \xm bis 200 fim, 
besonders bevorzugt im Bereich von 25 ^m bis 150 \im und am meisten bevorzugt 
20 im Bereich von 50 ^m bis 100 \im auf. Bei speziellen Ausgestaltungen weist der 
Kapillarspalt eine Dicke von 60 \im, 70 urn, 80 urn oder 90 \im auf. 

Bei einer alternativen Ausfiihrungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung weist 
der Reaktionsraum bzw. die Reaktionskammer beispielsweise eine Dicke von 
25 0,7 mm bis 2,5 mm, vorzugsweise von 1 ,0 mm bis 2,0 mm und besonders bevorzugt 
von 0,8 mm bis 1,8 mm auf. Bei einer speziellen Ausgestaltung betragt die Dicke des 
Reaktionsraums 1,1 mm. 
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Die elektrokalorische Steuerung bzw. Regelung durch die Temperatursteuerungs- 
und/oder -regeleinheit erlaubt die Einstellung von definierten Temperaturen sowohl 
wahrend der Prozessierung der zu untersuchenden Probe in der Reaktionskammer als 
auch wahrend der Detektion der Hybridisierungsereignisse. Somit wird sowohl eine 
5 verbesserte Kontrolle als auch eine Optimierung der Nachweisreaktion gewahrleistet. 
Ferner erlaubt die Einstellung definierter Temperaturen liber die 
Temperatursteuerungs- bzw. -regelungseinheit die Durchfuhrung von komplexen 
Reaktionen wie zum Beispiel von Amplifikationsreaktionen durch PCR. 

10 Allgemein erlaubt die erfindungsgemaJJe Vorrichtung eine nahezu gleichzeitige, 
zeiteffiziente und wenig sttfranfallige Durchfuhrung von Aufarbeitungs- bzw. 
Konditionierungsreaktionen und die Chip-basierte Charakterisierung von 
Nukleinsauren. Dabei wird unter einer Aufarbeitungs- bzw. Konditionierreaktion 
erfindungsgemaB eine Reaktion verstanden, deren Reaktionsprodukte durch Chip- 

1 5 basierte Experimente charakterisiert werden kflnnen. 

Eine erfindungsgemafte Vorrichtung zur Detektion von molekularen 
Wechselwirkungen in geschlossenen Reaktionskammern besteht vorzugsweise aus 
vier funktionellen Hauptelementen (siehe Abbildung 1). Die mechanische, 

20 elektrische und fluidische Aufhahme der Reaktionskammer erfolgt in einem 
Au&ahmemodul (1). Die Reaktionskammer wird im folgenden auch als 
Mikroreaktor bezeichnet. Ftir die Detektion der Reaktionsergebnisse wird ein 
optisches System (2) bereitgestellt Die Verarbeitung der Reaktionsergebnisse zu 
einem Analyseergebnis kann in einem Controller (3) erfolgen. Das Analyseergebnis 

25 wird gegebenenfalls durch geeignete Verbindungselemente (4) der Speicherung 
und/oder Weiterverarbeitung zur Verfugung gestellt. 
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Eine Reaktionskammer, die vorteilhaft als Bauteil der erfindungsgemSBen 
Vorrichtung eingesetzt werden kann, ist in der intemationalen Patentanmeldung 
WO 01/02094 ausfuhrlich beschrieben, auf deren diesbezuglichen Inhalt hiermit 
ausdriicklich Bezug genommen wird. 

5 

Die ggf. durch einen Barcode identifizierbare Reaktionskammer ist in einem 
fluidischen Aufoahmemodul eingebracht, wo sie mit einer oder mehreren 
Reaktionsl6sungen befullt werden kann. Die Reaktionskammer weist femer 
gegebenenfalls elektrische Kontakte auf, wodurch zum Beispiel iiber integrierte 

1 0 Sensor- und/oder Heizelemente eine thermische Steuerung bzw. Regelung von 
Reaktionen in der Reaktionskammer gewahrleistet ist. Dies ist insbesondere 
vorteilhaft fur die Durchfuhrung von thermisch empfindlichen Amplifikations- 
reaktionen fur DNA oder RNA, Hybridisierungen von DNA oder RNA oder 
Reaktionen zur Signalverstarkung wie zum Beispiel durch Metallfallungen an 

1 5 entsprechend markierten und an die Substanzbibliothek gebundenen Target- 
Molekiilen. 

Die fur die Durchfuhrung der Vervielfaltigungs- und Nachweisreaktionen 
erforderlichen Losungen, wie Reaktions- und/oder Spiillosungen, sind iiber geeignete 
20 Verbindungselemente wie zum Beispiel Kanale in die Reaktionskammer einbringbar. 
Geeignete Controller konnen der Cfberwachung des Reaktionsverlaufs dienen. 

Die erfindungsgemaflen Vorrichtungen gewahrleisten ferner iiber gegebenenfalls 
vorhandene elektronische Schnittstellen die Obergabe der Rohdaten oder 
25 Analyseergebnisse an externe Rechner- oder Rechnernetze zum Beispiel zur 
Speicherung dieser Daten. 
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Vorzugsweise umfasst die Vorrichtung ein Detektionssystem, insbesondere ein 
optisches System, besonders bevorzugt ein fluoreszenzoptisches System. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das fluoreszenzoptische System 
5 ein das gesamte Volumen der Reaktionskammer abbildendes System- Derartige 
Systeme haben gegemiber konfokalen Fluoreszenzsysteme oder Systemen zur 
Detektion mittels evaneszenter Feldanregung (siehe z.B. Biosensors and 
Bioelectronics, 18 (2003) 489-497) den Vorteil, dass sie einfacher handhabbar sowie 
wesentlich kostengtinstiger sind. 

10 

Beispiele fur das gesamte Volumen der Reaktionskammer abbildende 
fluoreszenzoptische Systeme sind epifluoreszenztechnische Aufbauten mit 
bildgebender Detektionstechnik, z.B. auf Basis von CCD, CMOS, JFIT oder 
scannender PMT, sowie auf Basis von wellenlangenselektierter flachiger oder 
1 5 punktformig scannender Beleuchtung, gz.B. mittels WeiBlichtquellen, LED, 
organischen LED (OLED) und dgl, besonders geeignet. 

Daneben sind selbstverstandlich auch fokiselektive Detektionsmethoden bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren einsetzbar, wie z.B. konfokale Techniken oder auf der 

20 Anwendung einer tiefenselektiven Beleuchtung aufgrund der z.B. auf totaler 

Reflexion beruhenden evaneszenten Auskopplung von Anregungslicht (TIRF) im 
Probensubstrat oder der Verwendung von Wellenleitern beruhende Methoden. 
Derartige fokiselektive Verfahren sind insbesondere dann zu bevorzugen, wenn eine 
weitere Ausgrenzung der durch die in der Flussigkeit vorhandenen, d.h. nicht 

25 hybridsierten Fluoreszenzmolekule verursachten Hintergrundsignale erforderlich ist, 
um die Sensitivitat zu erhohen. 



* 
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Bei der Verwendung von sehr diinnen Reaktionsraumen bzw. Reaktionskammern, 
insbesondere in der Form eines Kapillarspalts, sind somit alle herkOmmlichen 
Vorrichtungen bzw. Verfahren zur bildgebenden Fluoreszenzdetektion, die fur die 
Messungen von Fluoreszenzsignalen auf planaren Oberflachen beschrieben sind, 
5 einsetzbar. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn dieses Aspekts der vorliegenden 
Erfindung umfasst eine Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren ein optisches System, vorzugsweise ein fluoreszenzoptisches System 
1 0 oder ein optisches System, mit dem der zeitliche Verlauf von 

Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar ist. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung in dieser bevorzugten Ausfuhrungsfonn zeichnet 
sich dadurch aus, dass aufgrund des integrierten optischen Systems bzw. des 

1 5 Readersystems eine Detektion von molekularen Wechselwirkungen auch im 

Handbetrieb moglich ist. Dies ist insbesondere in Bereichen wie der medizinischen 
Diagnostik vorteilhaft Dadurch, dass die erfindungsgemaBe Vorrichtung in dieser 
bevorzugten Ausfuhrungsfonn ein integriertes optisches System enthalt, mit dem der 
zeitliche Verlauf von Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar 

20 ist, wird eine exakte Bestimmung der relativen quantitativen Menge von an die 
Substanzbibliothek gebundenen Nukleinsauren gewahrleistet. 

Das optische System gewahrleistet die bildgebende Abbildung der Substanz- 
bibliothek wShrend oder nach Abschluss der Vervielfaltigungs- und/oder 
25 Nachweisreaktionen auf einen geeigneten Detektor, der beispielsweise als 

zweidimensionales elektrisch auslesbares Detektionselement ausgefiihrt ist. In einer 
Ausfuhrungsfonn der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird die Probe mittels eines 
Beleuchtungsmoduls bzw. einer Lichtquelle des optischen Systems beleuchtet und 
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die entstehenden Signale entsprechend der verwendeten Markierungen gefiltert 
abgebildet. 

Das optische System gewahrleistet ferner eine kinetische, d.h. dynamische 
5 Aufhahme der Reaktionsergebnisse. Insbesondere ist das optische System der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung dazu geeignet, den zeitlichen Verlauf eines 
Silberniederschlags zur Verstarkung von Hybridisierungssignalen zwischen Gold- 
markierten Target-Molekulen und der Substanzbibliothek aufzuzeichnen. Der 
hochintegrierte Aufbau der erfindungsgemaBen Vorrichtung erlaubt die Obergabe 
1 0 von mehreren Bildern wahrend des Reaktionsverlaufs zur Verarbeitung in einem 
geeigneten Datenverarbeitungsmodul oder Controller. 

Die durch den zeitlichen Verlauf der Niederschlagsbildung entstehenden 
Veranderungen auf den jeweiligen Array-Elementen konnen in der 
15 erfindungsgemaBen Vorrichtung, wie u.a. in der internationalen Patentanmeldung 
WO 02/02810 ausfiihrlich beschrieben ist, ausgewertet werden. Auf den 
diesbeziiglichen Inhalt der internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 wird 
hiermit ebenfalls ausdriicklich Bezug genommen. 

20 Das optische System, mit dem der zeitliche Verlauf von Niederschlagsbildungen auf 
der Detektionsflache des Chips detektierbar ist, umfasst vorzugsweise einen 
zweidimensional auslesbaren Detektor. Der Detektor ist vorzugsweise eine Kamera, 
insbesondere eine CCD- oder CMOS-Kamera oder eine ahnliche Kamera. Durch 
Verwendung von Kameras mit elektrischen Bildwandlern wie zum Beispiel CCD- 

25 oder CMOS-Chips konnen hohe firtliche Auflosungen realisiert werden. 

Die im optischen System der erfindungsgemaBen Vorrichtung eingesetzten Kameras 
gewahrleisten, dass die Beleuchtungsintensitat homogen auf der abzubildenden 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-110- 



Flache verteilt ist und die zu detektierenden Signale durch Reflexion, 
Transmissionsmodulation, Streuung, Polarisationsmodulation und dergleichen mit 
der eingesetzten Detektionstechnik im Rahmen der zur Verfvigung stehenden 
Dynamik abbildbar ist. Derartige Beleuchtungsverfahren sind beispielsweise in der 
5 internationalen Patentanmeldung WO 00/720 1 8 beschrieben sowie auch kommerziell 
verfugbar (zum Beispiel von Vision & Control GmbH (Suhl, Deutschland) fur 
Dunkelfeldbeleuchtungen und von Edmund Industrieoptik GmbH (Karlsruhe, 
Deutschland) fur LED-Ringlicht). 

1 0 Eine hohe oftliche Auflosung der zu detektierenden Flache kann beispielsweise auch 
durch die Abbildung auf Detektoren wie Spiegel-Arrays oder LCD-Elemente und 
deren Verstellung gemaB eines zu detektierenden Musters oder einer zu 
definierenden Flache erreicht werden, wie es beispielsweise fur 
Fluoreszenzanwendungen in der deutschen Offenlegungsschrift DE 199 14 279 

1 5 beschrieben ist. Der Vorteil eines derartigen Detektors bei der Messung von 
Reflexions- oder Transmissionsmodulationen besteht in der Integration der 
thermischen, elektrischen und fluidischen Steuerung bzw. Regelung in der 
Moglichkeit der optischen Signalverarbeitung und somit in geringeren technischen 
Anforderungen an die involvierte Rechentechnik. 

20 

Die Detektoren zeichnen ublicherweise den gesamten Bereich des Sonden-Arrays 
auf. 

Alternativ k5nnen auch scannende Detektoren zum Auslesen des Chips eingesetzt 
25 werden. Bei der Verwendung von scannenden Punktlichtquellen und/oder 

scannenden Detektoren umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung bewegliche 
optische Komponenten zur Lichtfuhrung bzw. bewegliche mechanische 
Komponenten zur Halterung der Reaktionskammern, so dass die Fuhrung der 
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jeweiligen Komponenten ttber die einzelnen abzutastenden Positionen, das heiBt die 
jeweiligen Messpunkte, gewahrleistet ist. Die Bildaufiiahme erfolgt bei dieser 
Ausfuhrungsform durch eine rechnerische Rekonstruktion des Bildes aus den 
jeweiligen Messpunkten. Insbesondere ist die Kamera bei dieser Ausfuhrungsform 
5 eine bewegbare Zeilenkamera. 

Ferner umfasst das optische System vorzugsweise zusatzlich eine Lichtquelle, 
besonders bevorzugt eine multispektrale oder eine koharente Lichtquelle. Beispiele 
fiir Lichtquellen im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Laser, Licht- 
1 0 emittierende Dioden (LED) und/oder Hochdrucklampen. Die Lichtquelle des 
optischen Systems gewahrleistet vorzugsweise eine homogene Beleuchtung des 
Tragers. 

Neben punktfbnnigen Lichtquellen konnen auch Lichtquellen in Form von 
1 5 Beleuchtungs-Arrays in der erfindungsgemaBen Vorrichtung Verwendung finden. 
Eine homogene Beleuchtung des Tragers kann in dieser Ausgestaltung 
beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, dass die Lichtquelle mehrere diffus 
strahlende Lichtquellen umfasst, deren Uberlagerung in einer homogenen 
Beleuchtung resultiert. So ermoglichen beispielsweise diffus streuende LED, die 
20 matrixformig angeordnet sind, auf kurze Entfernungen zur Probe eine homogene 
Beleuchtung. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung derart 
ausgefiihrt sein, dass die Detektionsflache durch die Lichtquelle zeilenformig 
25 abtastbar ist. Falls eine rasterformige bzw. scannende Fiihrung des Lichtstrahls tiber 
die Detektionsflache gewtinscht ist, sind folgende Ausfuhrungsmoglichkeiten fiir die 
erfindungsgemaBe Vorrichtung denkbar: 
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Z.B. kann die Detektionsflache bzw. die Reaktionskammer beweglich ausgefuhrt 
sein und an einer ortsfesten Lichtquelle vorbeigefuhrt werden. 1st die Lichtquelle ein 
Laser, ist der Laser dabei in Ruhestellung. Ferner kann die Detektionsflaphe in 
Ruhestellung vorliegen nnd ein beweglicher Laserstrahl tlber die Detektionsflache 
5 gefuhrt werden. Schliefilich ist es auch moglich, dass die Lichtquelle in einer Achse 
und die Detektionsflache in der anderen Achse bewegt wird. 

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
umfasst die Vorrichtung zusatzlich Linsen, Spiegel und/oder Filter. Der Einsatz von 

1 0 Filtern ermoglicht zum einen die spektrale Eingrenzung der homogenen Beleuchtung 
und zum anderen die Beleuchtung der Proben mit verschiedenen Wellenlangen. Bei 
einer weiteren Variante umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung zusatzlich 
Filterwechsler. Mit diesen Filterwechslern konnen die optischen Filter schnell 
gewechselt werden und somit mogliche Fehlinformationen, die zum Beispiel durch 

1 5 Verunreinigungen auftreten, eindeutig erkannt imd eliminiert werden. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, ist das optische System vorzugsweise derart 
ausgestaltet, dass die Detektionsflache homogen beleuchtbar ist, vorzugsweise mit 
einer Beleuchtungsintensitats-Homogenitat von mindestens 50%, besonders 
20 bevorzugt von mindestens 60% und am meisten bevorzugt von mindestens 70%. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung ist das optische System derart ausgestaltet, dass der zeitliche Verlauf der 
Anderung von Transmissionseigenschaften der Detektionsflache detektierbar ist. 
25 Dies kann beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, dass Lichtquelle und 

Detektor auf entgegengesetzten Seiten in der Reaktionskammer angeordnet sind und 
die Reaktionskammer einschlieBlich des Tragers fur die Detektionsflache zumindest 
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im Bereich des Strahlengangs von der Lichtquelle zum Detektor optisch transparent 
ist. 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform ist das optische System derart angeordnet, dass 

5 der zeitliche Verlauf der Anderung von Reflexionseigenschaften der 

Detektionsflache detektierbar ist. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform zur 
Messung der Reflektivitat befindet sich zus&tzlich ein Oberflachenspiegel auf der 
Unterseite des Tragerelements. Der Nachteil der schlechten Reflexion der Probe wird 
in dieser Ausgestaltung durch Transmissionseffekte erganzt, in denen das 

10 Beleuchtungslicht uber eine Spiegelschicht hinter der Probe, entweder als 

eigenstandiger Spiegel oder als auf der Rtickseite des Probentragers aufgetragene 
Schicht, reflektiert Dabei kann beispielsweise ein Flachenstrahler auf der 
gegentiberliegenden Seite des Tragerelements und damit auch zum Sensor 
beispielsweise einer CCD-Kamera angeordnet werden. Auf diese Weise wird eine 

1 5 sehr kompakte Anordnung ermoglicht. Bei einer weiteren bevorzugten 

Ausgestaltung, insbesondere wenn die Reflektivitat des Tragerelements gemessen 
wird, umfasst die Vorrichtung zusatzlich einen halbdurchlassigen Spiegel zwischen 
Lichtquelle und Tragerelement. Bei dieser Ausfuhrungsform gelangt das Licht der 
Lichtquelle durch einen halbdurchlassigen Spiegel auf die Probe und das Bild wird in 

20 Reflexion durch den halbdurchlassigen Spiegel und gegebenenfalls eine 
Ausleseoptik auf eine Kamera abgebildet. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung ist das optische System derart angeordnet, dass der zeitliche Verlauf der 
25 Anderung von Streuungseigenschaften der Detektionsflache detektierbar ist. Dabei 
sind Lichtquelle und Detektor vorzugsweise auf derselben Seite der zu 
detektierenden Flache angeordnet. Das optische System kann bei dieser 
Ausfiihrungsform beispielsweise derart angeordnet sein, dass die Probe bzw. der 
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Chip in einem bestimmten Winkel, der vorzugsweise kleiner 45°C und besonders 
bevorzugt kleiner 30°C ist, beleuchtbar ist Der Beleuchtungswinkel wird so gewahlt, 
dass das eingestrahlte Licht ohne das Vorhandensein lokaler Streuzentren, d.h. z.B. 
vor einer Niederschlagsbildung auf der Detektionsflache, nicht direkt in den 
5 Detektionsstrahlengang reflektiert wird und somit kein Signal detektierbar ist. Treten 
lokale Streuzentren auf der Detektionsflache auf, z.B. durch Bildung eines 
Niederschlags, gelangt ein Teil des eingestrahlten Lichtes in den 
Detektionsstrahlengang und fuhrt somit zu einem messbaren Signal in dem optischen 
System der erfindungsgemalJen Vorrichtung. 

10 

Besonders bevorzugt ist der Kammertrager oder der Substanzbibliothekentrager 
zumindest im Bereich der Detektionsflache bei dieser Ausfuhrungsform optisch nicht 
transparent. Geeignete nicht optisch transparente Materialien sind beispielsweise 
Silizium, keramische Werkstoffe oder Metalle. Der Einsatz eines nicht optisch 
1 5 transparenten Kammertragers hat den Vorteil, dass aufgrund von vorteilhaften 
physikalischen Eigenschaften der Tragermaterialien eine leichtere, exaktere und 
homogenere Temperatursteuerung der Reaktionskammer gewahrleistet ist, so dass 
eine erfolgreiche Durchfuhrung von temperatursensitiven Reaktionen wie eine PCR 
gewahrleistet ist. 

20 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform der erfindungsgemafien 
Vorrichtung ist der Anregungsstrahlengang der Lichtquelle derart gestaltet, dass 
Bereiche parallelen Lichtes vorliegen und somit Interferenzfilter ohne Verschiebung 
ihrer Transmissionsfenster in das optische System eingebracht werden konnen. 

25 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Vorrichtung ist der Detektionsstrahlengang derart gestaltet, dass Bereiche parallelen 
Lichtes vorliegen und somit Interferenzfilter ohne Verschiebung ihrer 
Transmissionsfenster in das optische System einbringbar sind. 
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Interferenzfilter verandern ihre spektrale Selektivitat bei nichtparallelen 
Strahlengangen stark. Ermoglicht das optische System durch das Vorhandensein von 
Bereichen parallelen Lichtes die Einbringung bzw. Anordnung von Interferenzfiltern 
5 in der erfindungsgemafien Vorrichtung, ohne deren spektrale Selektivitat zu 

verandern, so ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung auch zur Detektion molekularer 
Wechselwirkungen von mit Fluorochromen markierten Substanzen geeignet. Somit 
kann eine universale CCD-basierte Reaktions- und Detektionsvorrichtung realisiert 
werden. 

10 

Bei dieser Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung, die auch zur 
Detektion von Fluoreszenzmarkierung geeignet ist, kann das optische System, bei 
der Verwendung von weifiem oder multispektralem Licht wie z.B. 
Halogenbeleuchtung, Xenon, WeiBlicht-LED und dergleichen, z.B. zwei Filter im 
1 5 Beleuchtungs- und Detektionsstrahlengang oder, bei der Verwendung monochromer 
Lichtquellen wie z.B. LED oder Laser, z.B. einen Filter im Detektionstrahlengang 
aufweisen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann bei diesem Aspekt der vorliegenden 
20 Erfindung beispielsweise so ausgefuhrt sein, dass der Kammerkorper der 

Reaktionskammer, der den Chip mit der Detektionsflache enthalt, dichtend auf einem 
Kammertrager so aufgebracht ist, dass ein Probenraum mit einem Kapillarspalt 
zwischen dem Kammertrager und der Detektionsflache bzw. dem Substrat des Chips 
gebildet wird, der temperaturregulierbar und durchflusssteuerbar ist Diese Art der 
25 Konstruktion erlaubt es, Reaktionen, die effizient nur in bestimmten 

Temperaturbereichen ablaufen, durchzufuhren und die Reaktionsprodukte 
vorzugsweise gleichzeitig durch Chip-basierte Experimente zu detektieren. 
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Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann somit zum Beispiel verwendet werden, urn 
nahezu gleichzeitig durch PCR Nukleinsauremolektile zu vervielfaltigen und die 
PCR-Produkte durch Chip-basierte Experimente nachzuweisen. Die 
Probenfltissigkeit fur derartige Reaktionen kann durch entsprechende Mittel zur 
5 Temperaturregulation effizient beheizt und gekuhlt werden. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann auch verwendet werden, urn eine reverse 
Transkription-Reaktion durchzufuhren und auf diese Weise mRNA in cDNA zu 
ttberftihren und die Reaktionsprodukte durch Hybridisierung am Chip zu 
1 0 charakterisieren. Auf diese Weise kann ein so genanntes "gene profiling" 
durchgefuhrt werden. Da sowohl die reverse Transkription als auch die 
Hybridisierung in einer Kammer durchgefuhrt werden, ist dieses Verfahren aufierst 
zeiteffizient und wenig storanfallig. 

1 5 Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung kann ferner zum Beispiel ein 

Restriktionsverdau bei gewtinschten Temperaturen in der Reaktionskammer 
durchgefuhrt werden und die Reaktionsprodukte durch Hybridisierung an einem 
Chip charakterisiert werden. Die Denaturierung der Enzyme kann durch 
Hitzedeaktivierung erfolgen. Damit ermSglicht die erfindungsgemaBe Vorrichtung 

20 eine zeitefiiziente Restriktions-Fragment-L^gen-Po^^^ 
(RFLP-Kartierung). 

Mit einer erfindungsgemaBen Vorrichtung kann femer zum Beispiel auch eine 
Ligation durchgefuhrt werden. 

25 

Des Weiteren kann mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung das Schmelzverhalten 
von Nukleinsauretarget-/Nukleinsauresonde-Komplexen in Abhangigkeit von der 
Temperatur untersucht werden. 
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ErfindungsgemaBe Vorrichtungen konnen ferner verwendet werden, urn das 
Bindungsverhalten von Proteinen in Abhangigkeit von der Temperatur 
durchzufuhren. Zum Beispiel kann auf diese Weise getestet werden, ob Antikdrper 
5 nach Erhitzen tiber einen langeren Zeitraum noch in der Lage sind, ihre 

entsprechenden Antigene zu binden. Voraussetzung hierfur ist, dass in diesem Fall 
der Chip nicht durch Nukleinsauremolekule, sondern durch die entsprechenden 
Proteine bzw. Peptide funktionalisiert ist. 

1 0 Der Kammerkorper der Reaktionskammer der erfindungsgemaflen Vorrichtung bei 
diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht vorzugsweise aus Materialien wie 
Glas, Kunststoff und/oder Metallen wie Edelstahl, Aluminium und Messing. Zu 
seiner Herstellung konnen beispielsweise Spritzguss-geeignete Kunststoffe 
verwendet werden. Unter anderem sind Kunststoffe wie Makrolon, Nylon, PMMA 

1 5 und Teflon denkbar. Alternativ kann der Reaktionsraum zwischen 

Substanzbibliothekentrager und Kammertrager aber auch durch Septen 
abgeschlossen sein, die beispielsweise ein Befullen des Reaktionsraums mittels 
Spritzen ermoglichen. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht der 
KammerkOrper aus optisch durchlassigen Materialien wie Glas, PMMA, 

20 Polycarbonat, Polystyrol und/oder Topas. Dabei ist die Wahl der Materialien dem 
Verwendungszweck der Vorrichtung anzupassen. Zum Beispiel sind die 
Temperaturen, denen die Vorrichtung ausgesetzt sein wird, bei der Wahl der 
Materialien zu beachten. Soil die Vorrichtung zum Beispiel fur die Durchfiihrung 
einer PCR verwendet werden, diirfen z.B. nur solche Kunststoffe eingesetzt werden, 

25 die tiber langere Zeitraume bei Temperaturen wie 95°C stabil sind. 
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Der Kammertrager besteht vorzugsweise aus Glas, Kunststoffen, Silizium, Metallen 
und/oder keramischen Materialien. Zum Beispiel kann der Kammertrager aus 
AliraiMumoxid-Keramiken, Nylon und/oder Teflon bestehen. 

5 Bei einer Ausfuhrungsform besteht der Kammertrager aus transparenten Materialien 
wie Glas und/oder optisch durchlassigen Kunststoffen, z.B. PMMA, Polycarbonat, 
Polystyrol oder Acryl. 

Vorzugsweise ist der Kammertrager und/oder das Substrat mit in der 
10 erfindungsgemaBen Vorrichtung integrierten Mitteln zur Temperaturbeaufschlagung 
verbunden und sollte dann bevorzugt aus Materialien bestehen, die gut warmeleitend 
sind. Derartige warmeleitfahige Materialien bieten den wesentlichen Vorteil, dass sie 
ein homogenes Temperaturprofil uber die gesamte Flache des Reaktionsraums 
gewahrleisten und somit temperaturabhangige Reaktionen wie beispielsweise eine 
1 5 PCR in der gesamten Reaktionskammer homogen, mit hoher Ausbeute und mit hoher 
Genauigkeit steuerbar bzw. regelbar durchfiihrbar sind. 

Somit bestehen der Kammertrager und/oder das Substrat bei einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform aus Materialien mit einer hohen Warmeleitfahigkeit, vorzugsweise 

20 mit einer Warmeleitfahigkeit im Bereich von 15 bis 500 Wm^K" 1 , besonders 

bevorzugt im Bereich von 50 bis 300 Wm^K* 1 und am meisten bevorzugt im Bereich 
von 100 bis 200 Wm^K* 1 , wobei die Materialien ublicherweise nicht optisch 
transparent sind. Beispiele ftr geeignete warmeleitfahige Materialien sind Silizium, 
keramische Materialien wie Aluminiumoxid-Keramiken und/oder Metalle wie 

25 Edelstahl, Aluminium oder Messing. 



Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Substrat aus 
Materialien mit einer hohen Warmeleitfahigkeit wie beispielsweise keramischen 
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Materialien. Bei dieser Ausfuhrungsform wird das Substrat mit einem Mittel zur 
Temperaturbeaufschlagung verbunden, wodurch die gegenuberliegende Seite, der 
Kammertrager, aus einem Material ausgefuhrt sein kann, dass nicht iiber eine 
ausgepragte Warmeleitfahigkeit verfugt, wie z.B. einem Material, das auch fur den 
5 iibrigen Kammerkorper eingesetzt wird. Somit wird im Gegensatz zu einer 

Ausfuhrungsform, bei der sowohl der Kammertrager als auch das Substrat aus einem 
kostenintensiven Material besteht, bei dieser Ausfuhrungsform ein kostenintensives 
Bauteil eingespart 

10 1st das Substrat bzw. der Trager der erfindungsgemaBen Vorrichtung ein Substrat im 
Wesentlichen aus keramischen Materialien, so werden vorzugsweise 
Aluminiumoxid-Keramiken eingesetzt. Beispiele fur derartige Aluminiumoxid- 
Keramiken sind die Keramiken A-473, A-476 sowie A-493 der Finna Kyocera 
(Neuss, Deutschland). Die Keramiken unterscheiden sich im Wesentlichen im 

15 jeweiligen Anteil an Aluminiumoxid (A-473: 93%, A-476: 96% und A-493: 99,%) 
sowie in ihrer Oberflachenrauigkeit. Besonders bevorzugt werden Aluminium-Oxid- 
Keramiken eingesetzt, die eine moglichst geringe Oberflachenrauigkeit aufiveisen. 

Vorzugsweise ist der Kammertrager und/oder das Substrat auf seiner Ruckseite, d.h. 
20 der der Reaktionskammer abgewandten Seite mit ggf. miniaturisierten 

Temperaturfuhlern und/oder Elektroden versehen bzw. weist dort Heizerstrukturen 
auf, so dass ein Temperieren der Probenfltissigkeit sowie eine Durchmischung der 
Probenflussigkeit durch einen induzierten elektroosmotischen Fluss m6glich ist 

25 Die Temperaturfiihler konnen beispielsweise als Nickel-Chrom-Diinnfilm- 
Widerstandstemperaturfuhler ausgefuhrt sein. 
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Die Elektroden konnen beispielsweise als Gold-Titan-Elektroden und insbesondere 
als Quadrupol ausgefiihrt sein. 

Die Mittel zur Temperaturbeaufschlagung konnen vorzugsweise so gewahlt werden, 
5 dass ein schnelles Erhitzen und Abkuhlen der Flussigkeit im Kapillarspalt moglich 
ist. Unter schnellem Erhitzen und Abkuhlen wird dabei verstanden, dass durch die 
Mittel zur Temperaturbeaufschlagung Temperaturanderungen in einem Bereich von 
0,2°K/s bis 30°K/s, vorzugsweise von 0,3°K/s bis 15°K/s, besonders bevorzugt von 
0,5°K/s bis 12° K/s und am meisten bevorzugt von 2°K/s bis 10°K/s vennittelt 
10 werden konnen. Vorzugsweise konnen durch die Mittel zur 

Temperaturbeaufschlagung auch Temperaturanderungen von 5°K/s bis 1 l°K/s 
vennittelt werden. 

Die Mittel zur Temperaturbeaufschlagung, zum Beispiel in Form von Heizern, 
1 5 konnen beispielsweise als Nickel-Chrom-Diinnfilm-Widerstandsheizer ausgefiihrt 

sein. 

Fur weitere Einzelheiten liber die Spezifikation und Dimension der 
Temperaturfuhler, Mittel zur Temperaturbeaufschlagung und der Elektroden wird auf 
20 den Inhalt der internationalen Patentanmeldung WO 01/02094 verwiesen. 

Der Chip bzw. das Substrat kann vorzugsweise aus Borofloat-Glasern, Quarzglas, 
einkristallinem CaF 2 , Saphir-Scheiben, Topas, PMMA, Polycarbonat und/oder 
Polystyrol bestehen. Die Wahl der Materialien ist ebenfalls am spateren 
25 Verwendungszweck der Vorrichtung bzw. des Chips auszurichten. Wird der Chip 
zum Beispiel fur die Charakterisierung von PCR-Produkten verwendet, diirfen nur 
solche Materialien eingesetzt werden, die einer Temperatur von 95°C standhalten 
konnen. 
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Die Chips sind bevorzugt durch Nukleinsauremolekule, insbesondere durch DNA- 
oder RNA-Molektile funktionalisiert. Sie konnen aber auch durch Peptide und/oder 
Proteine, wie zum Beispiel Antikorper, Rezeptormolekiile, phannazeutisch aktive 
5 Peptide und/oder Hormone funktionalisiert werden. 

Erfolgt die Detektion eines zeitlichen Verlaufs von Niederschlagsbildungen auf der 
Detektionsflache im Dunkelfeld, d.h. werden Anderungen der Streuungs- 
eigenschaften der Detektionsflache detektiert, sind bevorzugte Materialien fur den 

10 Substanzbibliothekentrager optische transparente Materialien wie Glas, besonders 
bevorzugt Borosilikatglas, und transparente Polymere wie z.B. PMMA, Polycarbonat 
und/oder Acryl; fur den Kammertrager optisch transparente Materialien, wie Glas 
und/oder Kunststoffe, und insbesondere optisch nicht transparente Materialien wie 
Silizium, keramische Materialien; und fur die Reaktionskammer Kunststoffe wie 

1 5 Makrolon, PMMA, Polycarbonat, Teflon und dergleichen, Metalle wie Edelstahl, 
Aluminium, und/oder Messing sowie Glas. Alternativ kann bei Durchfuhrung von 
Dunkelfeldmessungen der erfmdungsgemaBen Vorrichtung der Kammertrager aus 
optisch transparenten Materialien bestehen, wahrend der Substanzbibliothekentrager 
aus nicht transparenten Materialien besteht 

20 

Bei einer Ausflihrungsform umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung zusatzlich 
mindestens einen Fluidbehalter, der mit der Reaktionskammer verbunden ist, sowie 
gegebenenfalls eine Einheit zur Steuerung des Be- und Entladens der 
Reaktionskammer mit Fluiden. Unter Fluiden werden im Rahmen der vorliegenden 
25 Erfindung Fliissigkeiten oder Gase verstanden. Die Verbindung der Fluidbehalter mit 
der Reaktionskammer kann beispielsweise wie in der internationalen 
Patentanmeldung WO 01/02094 ausgefuhrt sein. 
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Bei einer weiteren Ausfuhmngsform umfasst die erfindungsgemaBe Vorrichtung eine 
mit dem Detektionssystem verbundene Einheit zur Verarbeitung von durch das 
optische System aufgenommenen Signalen. Diese Kopplung von Detektiereinheit 
und Verarbeitungseinheit, die die Umwandlung der Reaktionsergebnisse in das 
5 Analyseergebnis gewahrleistet, erlaubt u.a. den Einsatz der erfindungsgemSBen 
Vorrichtung als HandgerSt beispielsweise in der medizinischen Diagnostik. 

Vorzugsweise umfasst die Vorrichtung ferner eine Schnittstelle fur exteme Rechner. 
Dies erlaubt die Ubertragung von Daten zur Speicherung auBerhalb der Vorrichtung. 

10 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform ist die Reaktionskammer iiber eine 
Datenmatrix individuell gekennzeichnet. Dazu wird bei der Herstellung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ein Datensatz in einer Datenbank gespeichert, 
welcher Informationen uber die Substanzbibliothek, die Durchfiihrung der 

1 5 Nachweisreaktion und dergleichen enthalt. So kann der Datensatz insbesondere 

Informationen uber die Anordnung der Sonden auf dem Array sowie Informationen 
dariiber enth^lten, wie die Auswertung am vorteilhaftesten zu erfolgen hat. Der 
Datensatz bzw. die Datenmatrix kann ferner Informationen iiber das Temperatur- 
Zeit-Regime einer ggf. durchzufiihrenden PCR zur Vervielfaltigung der 

20 Ziehnolekiile enthalten. Der so erstellte Datensatz erhalt vorzugsweise eine Nummer, 
die in Form der Datenmatrix auf der Halterung angebracht wird. Uber die in der 
Datenmatrix verzeichnete Nummer kann dann ggf. beim Auslesen der Substanz- 
bibliothek der angelegte Datensatz aufgerufen werden. SchlieBlich kann die 
Datenmatrix von der Temperatursteuerungs- bzw. -regeleinheit und anderen 

25 Controllern wie z.B. einer Steuerung fur die Be- und Entfullung der Reaktions- 
kammer iiber die Fluidbehalter ausgelesen werden und so eine automatische 
Durchfiihrung von Vervielfaltigungs- und Nachweisreaktion gewahrleistet werden. 
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Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird eine 
Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von NukleinsSLuren bereit 
gestellt, die ebenfalls eine wie vorstehend beschriebene Temperatursteuerungs- 
und/oder -regeleinheit; sowie eine wie vorstehend beschriebene Reaktionskammer 
5 enthalt, die einen Trager mit einer Detektionsflache, auf der eine Substanzbibliothek 
immobilisiert ist, umfasst, wobei die Temperatur in der Reaktionskammer durch die 
Temperatursteuerungs- und -regeleinheit steuerbar und/oder regelbar ist. 

Anstelle eines optischen Systems weist die Vorrichtung bei diesem Aspekt der 
1 0 vorliegenden Erfindung jedoch elektrische Kontakte an den jeweiligen Array-Spots 
auf. Diese elektrischen Kontakte konnen beispielsweise uber Elektroden kontaktiert 
werden. Durch die Bildung eines metallischen Niederschlags auf den Array- 
Elementen zur Signalverstarkung der an die Substanzbibliothek gebundenen, 
beispielsweise Gold-markierten Targets wachst auf den Array-Spots, an denen eine 
1 5 derartige Bindung stattgefimden hat, ein leitfahiges Material auf, das zu einer 

VerSnderung des lokalen Widerstands fuhrt. Somit ist Uber die elektrischen Kontakte 
an den Array-Spots eine Modulation bestimmter elektrischer Parameter wie 
beispielsweise Leitfahigkeit, Widerstand und Permeabilitat moglich. 

20 Vorzugsweise weist der Substanzbibliothekentrager der erfindungsgemalJen 

Vorrichtung bei diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung eine dreidimensionale 
Struktur auf, die zum Beispiel durch Erhebungen, Grund- und/oder 
Durchgangsbohrungen gebildet wird, wodurch der Effekt in der Verschmelzung des 
aufwachsenden leitfahigen Materials durch den sich bildenden Niederschlag mit den 

25 elektrischen Kontakten und die daraus resultierende Anderung elektrischer Parameter 
unterstiitzt wird. 
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Die auf der optischen Detektion basierende erfindungsgemalie Vorrichtung weist 
vorzugsweise eine Fluidikeinheit zum Austausch von Losungen in der 
Reaktionskammer, eine Temperatursteuer- oder -regeleinheit, sowie ein fur 
dynamische Messungen geeignetes optisches System auf. Die vorstehend genannten 
5 Einheiten konnen gegebenenfalls geratetechnisch durch die Realisierung 
entsprechender Schnittstellen auch separat ausgefuhrt sein. 

Substanzbibliotheken, die auf den Microarrays oder Chips immobilisiert sind, sind 
insbesondere Proteinbibliotheken wie Antikorper-, Rezeptorprotein- oder 
1 0 Membranproteinbibliotheken, Peptidbibliotheken wie Rezeptorligandenbibliotheken, 
Bibliotheken pharmakologisch aktiver Peptide oder Bibliotheken von 
Peptidhormonen, und Nukleinsaurebibliotheken wie DNA- oder RNA- 
Molekulbibliotheken, Besonders bevorzugt sind es Nukleinsaurebibliotheken. 

1 5 Wie bereits vorstehend erwahnt, ist die Substanzbibliothek vorzugsweise in Form 
eines Microarrays, besonders bevorzugt mit einer Dichte von 2 bis 10.000 Array- 
Spots pro cm 2 , am meisten bevorzugt mit einer Dichte von 50 bis 5000 Array-Spots 
pro cm 2 , auf dem Substanzbibliothekentrager bzw. der Detektionsflache 
immobilisiert. 

20 

Ferner ist bei samtlichen vorstehend beschriebenen Ausfuhrungsformen der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung eine Voramplifikation des zu analysierenden 
Materials nicht erforderlich. Von dem aus Bakterien, Blut oder anderen Zellen 
extrahierten Probenmaterial konnen gezielte Teilbereiche mit Hilfe einer PCR 
25 (Polymerase-Kettenreaktion) insbesondere in Anwesenheit der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung bzw. des Substanzbibliothekentragers wie in DE 102 53 966 
beschrieben amplifiziert und an den Trager hybridisiert werden. Dies stellt eine 
wesentliche Vereinfachimg des Arbeitsaufwands dar. 
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Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen sind somit insbesondere zur Verwendung bei 
der parallelen Durchfuhrung von Amplifikation der zu analysierenden Zielmolekiile 
durch PCR und Nachweis durch Hybridisierung der Zielmolekiile mit dem 
5 Substanzbibliothekentrager geeignet. 

Bei einem weiteren unabhangigen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein 
Mikroarray, umfassend ein Substrat bzw. einen Trager mit darauf auf vorbestimmten 
Bereichen immobilisierten molekularen Sonden, zur Verfiigung gestellt, wobei das 
1 0 Substrat bzw. der Trager im Wesentlichen keramische Materialien umfasst. 

Unter einem Tragerelement bzw. TrSger bzw. Substanzbibliothekentrager bzw. 
Substrat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Festkorper verstanden, auf 
dem das Sonden-Array aufgebaut ist. 

15 

Die Gesamtheit aus in Array- Anordnung auf dem Substrat bzw. der Detektionsflache 
abgelegten Molekiilen bzw. der in Array-Anordnung auf dem Substrat bzw. der 
Detektionsflache abgelegten Substanzbibliothek und dem Trager bzw. Substrat wird 
auch als Mikroarray oder Sondenarray bezeichnet. 

20 

Substanzbibliotheken, die auf den erfindungsgemaBen Substraten immobilisiert sind, 
sind insbesondere Proteinbibliotheken wie Antikorper-, Rezeptorprotein- oder 
Membranproteinbibliotheken, Peptidbibliotheken wie Rezeptorligandenbibliotheken, 
Bibliotheken pharmakologisch aktiver Peptide oder Bibliotheken von 
25 Peptidhormonen, imd Nukleinsaurebibliotheken wie DNA- oder RNA- 

Molekulbibliotheken. Besonders bevorzugt sind es Nukleinsaurebibliotheken. 
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Wie bereits vorstehend erwahnt, ist die Substanzbibliothek vorzugsweise in Form 
eines Mikroarrays, besonders bevorzugt mit einer Dichte von 2 bis 10.000 Array- 
Spots bzw. Array-Elemente pro cm 2 , am meisten bevorzugt mit einer Dichte von 50 
bis 5000 Array-Spots bzw. Array-Elemente pro cm 2 , auf dem Substrat bzw. dem 
5 Substanzbibliothekentrager bzw. der Detektionsflache immobilisiert. 

Ein Substrat, das vorzugsweise im Wesentlichen aus keramischen Materialien 
besteht, bietet den wesentlichen Vorteil, dass derartige Substrate eine gute Warme- 
leitfahigkeit aufweisen und somit bei der Durchfuhrung von temperaturabhangigen 

1 0 Reaktionen wie beispielsweise einer PCR ein homogenes Temperaturprofil tiber die 
gesamte Flache des Reaktionsraums, der ublicherweise auf einer Seite durch das 
Substrat mit der darauf angeordneten Substanzbibliothek begrenzt wird, 
gewahrleisten. Somit konnen temperaturabhangige Reaktionen mit hoher Ausbeute 
und hoher Genauigkeit steuerbar bzw. regelbar durchgefuhrt werden. Dabei ist es 

1 5 bevorzugt, dass das Substrat des Mikroarrays mit Mitteln zur 

Temperaturbeaufschlagung verbunden ist, wie sie vorstehend bereits im 
Zusammenhang mit den erfindungsgemaBen Vorrichtungen beschrieben wurden. 

Somit besteht das Substrat des erfindungsgemafien Mikroarrays vorzugsweise im 
20 Wesentlichen aus keramischen Materialien mit einer hohen Warmeleitfahigkeit, 
vorzugsweise einer Warmeleitfahigkeit im Bereich von 15 bis 500 Wm" l KT , 
besonders bevorzugt im Bereich von 50 bis 300 Wm^K" 1 und am meisten bevorzugt 
im Bereich von 100 bis 200 Wm't 1 . 

25 Unter keramischen Materialien versteht man im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
insbesondere Materialien, welche durch Gliihen bzw. Brennen von feinteiligen, meist 
feuchten, geformten Tqnen bei Temperaturen von beispielsweise 1000 bis 1500°C 
hergestellt worden sind. 
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Vorzugsweise besteht umfassen die keramischen Materialien einen Bestandteil, d.h. 
ein keramisches Material. Es sind aber bei altemativen Ausfuhrungsfonnen auch 
Gemische aus keramischen Materialien denkbar, die beispielsweise als Laminate 
5 eingesetzt werden konnen. 

Vorzugsweise umfasst das Substrat im Wesentlichen ein oder mehrere 
Aluminiumoxid-Keramiken. Bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
besteht das Substrat zu mindestens 90%, vorzugsweise mindestens 95% und 
10 besonders bevorzugt zu mindestens 99,5% aus einem oder mehreren 

Aluminiumoxid-Keramiken. Beispiele fur derartige Aluminiumoxid-Keramiken sind 
die Keramiken A-473, A-476 sowie A-493 der Firma Kyocera (Neuss, Deutschland). 

Ferner ist es bevorzugt, dass das Substrat eine Oberflachenrauigkeit von 0,04 \im bis 
15 0,12 urn, vorzugsweise von 0,06 ^im bis 0,1 ^m und besonders bevorzugt von etwa 
0,08 \im aufweist 

Femer kann es in Abhangigkeit der Konstruktion der Vorrichtung, in die das Mikro- 
array eingebracht ist, sowie in Abhangigkeit von der verwendeten Detektions- 
20 methode, bevorzugt sein, dass das Substrat optisch transparent ist. 

Die optische Transparenz des Substrats kann zum einen unabhangig vom Material 
dadurch gewahrleistet werden, dass das Substrat entsprechend geringe Dicke 
aufweist. 

25 

Zum anderen konnen optisch transparente Materialien wie Glaskeramiken eingesetzt 
werden. Vorzugsweise werden Glaskeramiken verwendet, die nicht zu grosse 
Brechwertunterschiede zwischen Glas und Kristallphase aufweisen. Ein Beispiel fur 
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ein optisch transparentes Material ist Ceran® (Schott; Deutschland). Ebenfalls 
moglich ist die Verwendung von Lithium- Alumosilicat-Glaskeramiken. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform sind die molekularen Sonden fiber 
5 einen Polymer-Linker, beispielsweise eine modifizierte Silanschicht auf der 
Substratoberflache immobilisiert. Ein derartiger polymerer Linker kann der 
Derivatisierung der Substratoberflache und somit der Immobilisierung der 
molekularen Sonden dienen. Im Falle einer kovalenten Anbindung der Sonden finden 
Polymere, z.B. Silane, Verwendung, die mit reaktiven Funktionalitaten wie Epoxiden 

10 oder Aldehyden funktionalisiert bzw. modifiziert sind. Des Weiteren ist dem 
Fachmann auch die Aktivierung einer Oberflache durch Isothiocyanat, 
Succinimidester und Imidoester bekannt. Hierfur werden haufig 
aminofunktionalisierte Oberflachen entsprechend derivatisiert. Ferner konnen durch 
die Zugabe von Kupplungsreagenzien, wie z.B. Dicyclohexylcarbodiimid, 

1 5 entsprechende Immobilisierungen der molekularen Sonden gewahrleistet werden. 

Die molekularen Sonden sind insbesondere ausgewahlt aus Antikdrpern, Protein- 
Rezeptoren, Peptiden und Nukleinsauren. 

20 Fur den Aufbau des Mikroarrays wird auf die vorhergehende Beschreibimg im 
Zusammenhang mit den erfindungsgemaBen Vorrichtungen verwiesen. 

Bei einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur 
Herstellung eines wie vorstehend beschriebenen erfindungsgemaBen Mikroarrays zur 
25 Verfugung gestellt, welches das Immobilisieren von molekularen Sonden auf 
vorbestimmten Bereichen der Substratoberflache eines Substrats umfasst, das im 
Wesentlichen aus keramischen Materialien besteht. 



WO 2004/087951 



PCT7EP2004/003532 



-129- 



Vorzugsweise besteht das Substrat im Wesentlichen aus Aluminiumoxid-Keramiken. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens zur Herstellung eines Mikroarrays wird die Substratoberflache mit einem 
5 Polymer-Linker beschichtet und die molekularen Sonden ttber den Polymer-Linker 
auf der Substratoberflache immobilisiert. Besonders bevorzugt ist der Polymer- 
Linker eine modifizierte Silanschicht. 

Das erfindungsgemaBe Mikroarray kann in beliebigen Verfahren zum qualitativen 
1 0 und/oder quantitativen Nachweis von Target-Molektilen in einer Probe durch 
molekulare Wechselwirkung zwischen Target-Molekulen und den molekularen 
Sonden auf dem Mikroarray verwendet werden. Insbesondere wird das erfindungs- 
gemaBe Array zur Untersuchung des genotypischen und/oder physiologischen 
Zustands von Zellen verwendet. 

15 

Des Weiteren ist das erfindungsgemaBe Mikroarray insbesondere in den vorstehend 
beschriebenen erfindungsgemafien Verfahren zur Vervielfaltigung und/oder zum 
Nachweis von Nukleinsauren einsetzbar. 

20 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betriffl die Verwendung eines 
Substrats zur Herstellung eines Mikroarrays mit auf vorbestimmten Bereichen des 
Substrats immobilisierten molekularen Sonden, wobei das Substrat im Wesentlichen 
keramische Materialien umfasst. Die keramischen Materialien k5nnen bei diesem 
Aspekt der vorliegenden Erfindung so wie vorstehend im Rahmen der Beschreibung 

25 des erfindungsgemafien Mikroarrays beschrieben ausgefiihrt sein. 

Selbstverstandlich sind Ausfuhrungsformen, die fur bestimmte Aspekte der 
vorliegenden Erfindung beschrieben sind, auch mogliche Alternativen fur die jeweils 
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anderen Aspekte der vorliegenden Erfindung, auch wenn nicht explizit daranf 
hingewiesen ist 

Im Folgenden werden besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden 
5 Erfindung beschrieben: 

In Abbildung 1 ist eine bevorzugte Konfiguration einer erfindungsgemalten 
Vorrichtung schematisch dargestellt. Eine Reaktionskammer (6) bzw. ein 
Mikroreaktor (6) mit einer auf einer Detektionsflache angeordneten 

1 0 Substanzbibliothek (5) ist in geeigneter Weise in der Vorrichtung gehaltert. Die 

Kammer (6) ist elektrisch und fluidisch mit einer Temperatur-Prozessierungseinheit 
(1.1) und einer Fluid-Prozessierungseinheit (1 .2) verbunden, so dass eine 
Temperatursteuerung bzw. -regelung und/oder der Austausch von Flussigkeiten oder 
Gasen zwischen Kammer (6) und den Behaltern der Fluid-Prozessierungseinheit 

15 (1 2) realisierbar ist. Durch ein Identifikationssystem (2.5), wie z.B. ein 

Barcodereader, ist die Reaktionskammer (6) einem in einem Prozess-Controller (3) 
definierten Prozessablauf zugeordnet. Somit konnen zur Prozessierung eines Tests 
die entsprechenden Parameter an die Prozessierungseinheiten (1.1) und (1.2) 
tibergeben werden. In Abhangigkeit der testspezifischen Erfordernisse ist das 

20 optische System durch den Prozess-Controller (3) wahrend oder nach der fluidischen 
und/oder thennischen Prozessierung ansteuerbar, so dass ein, vorzugsweise 
dynamischer, optischer Detektionsvorgang erfolgen kann. 

Bei der in Abbildung 1 gezeigten Ausfuhrungsfonn erfolgt die Detektion durch 
25 Detektion der Anderung der Transmissionseigenschaften der Probenbereiche in einer 
DurchUchteinrichtung mittels einer Leuchtquelle (2.4), die durch eine 
Beleuchtungsoptik (2.3) auf die Probe mit einer Intensitatsverteilungshomogenitat 
von vorzugsweise mindestens 30% beleuchtbar und mittels einer Detektionsoptik 
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(2.2) auf einen geeigneten Detektor (2.1), wie z.B. eine Kamera, abbildbar sind. Die 
so erzeugten Bilder sind im Detektionssystem oder im Prozess-Controller (3) 
digitalisierbar und in letzterem auch analysierbar. Alternativ sind die erzeugten 
Bilder auch ttber eine Datenschnittstelle (4) an externe Computer oder Netzwerke 
5 von Computem weiterleitbar. 

Der modulartige Aufbau dieser Komponenten erlaubt die Prozessierung 
verschiedener Tests mit verschiedenen Temperatur-, Fluidfuhrungs- und 
Detektionsparametern. Durch eine Verbindung mit externen Datenbanken uber die 

1 0 Datenschnittstelle (4) konnen j ederzeit neue Prozessfuhrungsparameter-Protokolle 
implementiert werden. Wenn bestimmte Tests insbesondere im Bereich der 
medizinischen Diagnostik ohne eine Datenanbindung nach auBen erfolgen sollen, ist 
die Schnittstelle (4) vorzugsweise fur denNutzer nicht zuganglich, so dass alle 
benfitigten ProzessfUhrungsprotokolle als auch die notwendigen Analysen im 

1 5 Prozess-Controller (3) realisiert werden. 

Bei einer alternatives in Abbildung 2 dargestellten Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ist die Prozesssteuerung uber einen externen 
Computer durchfiihrbar. Ober die Schnittstelle (4) ist die Verteilung der Datenfltlsse 

20 auf die einzelnen technischen Einheiten bzw. Module der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung realisierbar. Bei dieser Ausfuhrungsform sind femer optional 
verschiedene Beleuchtungssysteme (2.3) und (2.4) dargestellt, mit denen die 
Detektionsflache von unten und schrag oben beleuchtbar ist. Somit ist es bei dieser 
Ausfuhrungsform moglich, verschiedene Detektionsmethoden je nach der Art des 

25 durch einen Detektor zur Identifizierung (2.5), z.B. einen Datenmatrix-Reader 

ermittelten Chips zu aktivieren. Beispielsweise ist bei dieser Ausfuhrungsform der 
zeitliche Verlauf der Anderung von optischen Transmissionseigenschaften sowie der 
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Anderung von im Auflicht-Dunkelfeld induzierbaren Streuungseigenschaften 
detektierbar. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist die 
5 erfindungsgemaBe Vorrichtung keine Fluidprozessierungseinheit auf (siehe 

Abbildung 3). Diese Ausfiihrungsform ist vorteilhaft, falls es fur bestimmte Tests 
nicht erforderlich ist, wahrend der Prozessierung Fliissigkeiten auszutauschen und 
eine Befullung des Reaktionsraumes auch vor Einbringung der Reaktionskammer (6) 
in die erfindungsgemaBe Vorrichtung in einer extemen manuellen oder 
1 0 automatisierten Befullstation erfolgen kann. 

Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung und sollen in nicht 
einschrankender Weise ausgelegt werden. 
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Beispiele 

In den folgenden Beispielen wird im Wesentlichen auf die mit der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung durchfuhrbaren Detektionsmethoden eingegangen. Die 

5 Kontrolle thermischer Parameter und der Austausch von Flvissigkeiten kann mittels 
dem Fachmann bekannter und auch kommerziell verfiigbarer Module technisch 
realisiert werden. Dabei ist in der technischen Realisation vor allem die Ansteuerung 
und Dateniibertragung von besonderem Interesse, die insbesondere durch 
schwachstromige Verbindungen wie TTL-Pegel sowie mittels beschriebener 

1 0 Transferprotokolle erfolgen kann. 

Beispiel 1 : 

Optische Detektion kinetisch verlaufender Signalverstarkungsreaktionen 

15 

Die optische Detektion kinetisch verlaufender Signalverstarkungsreaktionen erfolgt 
bei den folgenden Varianten des Ausfuhrungsbeispiels durch die Aufiiahme von 
Modulationen bestimmter optischer Parameter, insbesondere von Transmission, 
Reflexion, Streuung, Beugung und Interferenz. 

20 

Durch die Anlagerung von Silber wahrend einer Silberfallungsreaktion an z.B. mit 
Goldpartikeln markierten Targetmolekiilen nach einer spezifischen Hybridisierung 
mit auf festen Oberflachen immobilisierten oder synthetisierten Probenmolekulen 
wachsen Schichten auf, welche die optischen Eigenschaften des Gesamtsystems 
25 signifikant verandern. Die Signalverstarkung von Gold-markierten Targetmolekulen 
durch Silber ist z.B. in der internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 aus- 
fuhrlich beschrieben, auf deren Inhalt hiermit ausdnicklich Bezug genommen wird. 

a) Transmission 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-134- 



Die Detektion der Anderung von Transmissionseigenschaften erfolgt in einer wie in 
Abbildung 1 gezeigten Durchlichtanordnung. Die Lichtquelle (2.4) ist dabei als eine 
WeiBlichtquelle wie z.B. eine Halogenlampe, Weifllicht-LED oder als eine 
5 schmalbandige Lichtquelle wie z.B. LED, Laserdiode, organische LED ausgeffihrt. 
Das optische System (2.3) bestehend aus Linsen, Spiegeln und Filtern ist derart 
ausgefuhrt, dass eine gleichmafiige Beleuchtung der zu detektierenden Substratflache 
mit mindestens 70% Beleuchtungsintensitats-Homogenitat erfolgt. 

1 0 Die Substratflache wird durch ein weiteres optisches System (2.2) bestehend aus 
Linsen, Spiegeln und Filtern auf einen Detektor abgebildet. Dieser kann eine 
zweidimensionale CCD- oder CMOS-Kamera oder eine sich bewegende 
Zeilenkamera sein. 



1 5 Die Anderung der Transmissionseigenschaften wird als Sequenz aufgezeichnet und 
die Kurven der Abnahme der Transmission an verschiedenen Punkten verglichen. 
Abhangig von der Steigung der Transmissionsanderung an den jeweiligen Array- 
Spots konnen die Targetkonzentrationen, wie in der internationalen Patentanmeldung 
WO 02/02810 beschrieben, quantitativ bestimmt werden. 

20 

Die Reaktionskammer ist aus einem fur die bei der Detektion verwendeten 
Wellenlangen transparenten Substrat ausgefuhrt. Beispielsweise ist die 
Reaktionskammer bei der Verwendung von Licht im sichtbaren Wellenlangenbereich 
aus Glas und bei der Verwendung von Licht im infraroten Bereich aus Silizium. 

25 

b) Reflexion 

Eine Detektion der Anderung von Reflexionseigenschaften erfolgt bei diesem 
Ausfuhrungsbeispiel in einer wie in Abbildung 4 dargestellten Auflichtanordnung. 
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Dabei ist die Optik (2.3) derart ausgestaltet, dass eine gleichmaBige Beleuchtung der 
zu detektierenden Substratflache mit mindestens 70% Beleuchtungsintensitats- 
homogenitat gewShrleistet ist. Die Substratflache wird durch das optische System 

(2.2) auf einen Detektor abgebildet Dieser ist eine zweidimensionale Kamera wie 
5 z.B. eine CCD- oder CMOS-Kamera oder eine sich bewegende Zeilenkamera. 

Die Andemng der Reflexionseigenschaften wird als Sequenz aufgezeichnet und die 
Kurven der Zunahme der Reflexion an verschiedenen Punkten verglichen. Abhangig 
von der Steigung der Reflexionsanderung an den jeweiligen Array-Spots konnen die 
1 0 Targetkonzentrationen, wie in der internationalen Patentanmeldung WO 02/028 1 0 
beschrieben, quantitativ bestimmt werden. Die Berechnung erfolgt invers zu der bei 
der Detektion der Transmissionsanderung, da bei der Anreicherung mit 
Silberpartikeln an Targetmolekulen die lokale Reflektivitat steigt. 

1 5 Die Reaktionskammer ist aus einem fur die bei der Detektion verwendeten 
Wellenlangen transparenten Substrat ausgefuhrt Beispielsweise ist die 
Reaktionskammer bei der Verwendung von Licht im sichtbaren Wellenlangenbereich 
aus Glas und bei der Verwendung von Licht im infraroten Bereich aus Silizium. 

20 c) Streuung 

Eine Detektion der Anderung von Streueigenschaften erfolgt bei diesem Beispiel in 
einer wie in Abbildung 5 dargestellten Dunkelfeldanordnung. Das optische System 

(2.3) bestehend aus Linsen, Spiegeln und Filtern ist derart ausgefiihrt, dass eine 

25 gleichmaBige Beleuchtung der zu detektierenden Substratflache mit mindestens 60%, 
vorzugsweise mindestens 70% Beleuchtungsintensitatshomogenitat erfolgt Die 
Substratflache wird durch das optische System (2.2) auf einen Detektor abgebildet. 
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Dieser kann eine zweidimensionale Kamera (z.B. CCD, CMOS) oder eine sich 
bewegende Zeilenkamera sein. 

Die Anderung der Streueigenschaften wird als Sequenz aufgezeichnet und die 
5 Kurven der Zunahme der Streuung an verschiedenen Punkten verglichen. Abhangig 
von der Steigung der Reflexionsanderung an den jeweiligen Array-Spots konnen die 
Targetkonzentrationen, wie in der internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 
beschrieben, quantitativ bestimmt werden. Die Berechnung erfolgt invers zu der bei 
der Detektion der Transmissionsanderung, da bei der Anreicherung mit 
1 0 Silberpartikeln an Targetmolekiilen die Anzahl lokaler Streuzentren und damit die 
Streuung steigt. 

Wird der Anstieg entsprechend klassifizierter Probenbereiche ausgewertet, kann bei 
vorzugsweise homogener Temperaturverteilung in der Reaktionskammer ein exakter 
1 5 qualitativer und quantitativer Nachweis der hybridisierten Targetmolekule 
durchgefuhrt werden. 

In Abbildung 6 ist eine typische Bildfolge fur die Detektion der 
Silberaufwachsreaktion nach der Hybridisierung spezifischer Gold-markierter 
20 Targetmolekiile auf einer DNA-basierten Substanzbibliothek dargestellt. 

Die Reaktionskammer ist aus einem fur die bei der Detektion verwendeten 
Wellenlangen transparenten Substrat ausgeffihrt. Beispielsweise ist die 
Reaktionskammer bei der Verwendung von Licht im sichtbaren Wellenlangenbereich 
25 aus Glas und bei der Verwendung von Licht im infraroten Bereich aus Silizium. 



» 
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Beispiel 2: 

Elektrische Detektion kinetisch verlaufender Signalverstarkungsreaktionen 

Die elektrische Detektion kinetisch verlaufender Signalverstarkungsreaktionen 
5 erfolgt bei den folgenden Varianten des Ausfuhrungsbeispiels durch die Aufoahme 
von Modulationen bestimmter elektrischer Parameter, insbesondere von 
LeitfShigkeit, Widerstandsanderungen und Permeabilitat. 

Durch die Anlagerung von Silber wahrend einer Silberfallungsreaktion an z.B. mit 
1 0 Goldpartikeln markierten Targetmolekulen nach einer spezifischen Hybridisierung 
mit auf festen Oberf&chen immobilisierten oder synthetisierten Probenmolekulen 
wachsen Schichten auf, welche die optischen Eigenschaften des Gesamtsystems 
signifikant verandern. Die Signalverstarkung von Gold-markierten Targetmolekulen 
durch Silber ist z.B. in der internationalen Patentanmeldung WO 02/02810 
1 5 ausfiihrlich beschrieben, auf deren Inhalt hiermit ausdrucklich Bezug genommen 
wird. 

Bei der in diesem Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung beschriebenen 
Vorrichtung sind die einzelnen Array-Spots elektrisch kontaktierbar und die dort 
20 erzeugten Signale parallel zu einem Messgerat abfuhrbar. 

Zur Messung der Widerstandsanderung an den jeweiligen Anay-Spots sind die 
Array-Spots wie in Abbildung 7 dargestellt uber Elektroden elektrisch kontaktiert. 
Durch die Verschmelzung mit aufwachsendem leitfahigem Material, wie z.B. Silber, 
25 ist eine Veranderung des lokalen Widerstandes messbar. Durch dreidimensionale 
Strukturen auf der Detektionsflache wie z.B. Erhebungen, Grund- und 
Durchgangsbohrungen, wird der Effekt der Verschmelzung und die daraus 
resultierende Widerstandsanderung unterstutzt. 
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Abbildung 8 zeigt schematisch eine Anordnung zur Messung dieser 
Widerstandsanderungen an einem einzelnen dreidimensionalen Array-Spot. 

5 Beispiel 3 

Amplifikation und Nachweis von Nukleinsauren in dtinnen Reaktionskammern 

Eine Moglichkeit, das Signal in der Losung im Vergleich zum Signal auf bzw. in der 
Oberflache gering zu halten, besteht in der Verwendung besonders dunner 
10 Reaktionskammern. Die durch spezifische Bindung von Sonde und Target bedingte 
Anreicherung der Targetmolekule auf der Array-Oberflache ermoglicht es, bei 
entsprechend dunner Gestaltung der Reaktionskammer, die Signale auf dem Sonden- 
Array auch mit einer herkommlichen das gesamte Volumen ausleuchtenden bzw. 
abbildenden Fluoreszenzoptik darzustellen. 

15 

In Abbildung 1 1 ist der Zusammenhang zwischen Schichtdicke bzw. Kammerdicke 
und der Zahl der im Uberstand unmittelbar uber dem Spot befmdlichen, mit einem 
Fluoreszenzmarker versehenen Molekule gezeigt. 

20 Es wurde ermittelt, dass die im Rahmen der vorliegenden Erfindung eingesetzten 
Mikroarrays bei Verwendung eines Detektors mit 8 Bit-Auflosung wie 
beispielsweise eines Epifluoreszenzmikroskops (Zeiss, Jena, Deutschland) die in der 
folgenden Tabelle dargestellte Charakteristik der Signalentwicklung zeigen. 



Anzahl Molekiile/Spot 


Signalintensitat 


Konzentration der Losung (pM) 


1.000.000.000 


255 


10.000.000 


1.000.000.000 


255 


1.000.000 


833.333.333 


212,5 


100.000 
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666.666.667 


170 


10.000 


500.000.000 


127,5 


1.000 


333.333.333 


85 


100 


166.666.667 


42,5 


10 


0 


0 


1 


0 


0 


0,1 



Die Anzahl der auf einem Spot bzw. Array-Element mit typischer GroBe 
vorliegenden gebundenen Molekiile bei Sattigung der Oberflache kann mit etwa 10 9 
angenommen werden, dies entspricht einem Raumbedarf pro Molekul von 10 nm . 

5 

In eine erfindungsgemaBe Vorrichtung mit einer Dicke der Reaktionskammer von 
100 ixm und einem geeigneten Sonden-Array wurde eine ein fluoreszenzmarkiertes 
Target (Cy3) enthaltende Losung eingefullt. Die Konzentration des Targets betrug 10 
nM, als geeigneter Puffer wurde 2x SSPE mit 0.1%SDS verwendet. Nach 

10 ftinfininutiger Inkubation bei 30°C wurde ein Fluoreszenzbild aufgenommen. Hierzu 
wurde ein Epifiuoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet und zwar 
ein Axioskop, das mit einer PCO-CCD-Kamera ausgestattet ist und eine 
Quecksilberdampflampe zur Anregung der Fluoreszenz aufweist. Sukzessive wurde 
die Temperatur in Schritten von 5 °C bis auf 95°C erhoht. Nach jedem Inkrement 

1 5 wurde ebenfalls funf Minuten inkubiert und ein Bild aufgenommen. Die Bilddaten 
wurden mit der Software Iconoclust® (Clondiag) ausgewertet. 

Nach Abzug von temperaturabhangigen Effekten sind die Daten in Abbildung 12 
veranschaulicht. Abbildung 12 zeigt jeweils eine charakteristische Schmelzkurve fur 
20 die unterscHiedlichen Sonden. Ferner wird der spezifische Verlauf der Duplex- 
Dissoziation in Abh&igigkeit von der Temperatur und der jeweiligen Sequenz 
deutlich. 
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Beispiel 4 

Nachweis vonNukleinsSuren wahrend der Amplifikationsreaktion durch zyklische 
5 Detektion von Hybridisierungsereignissen 

Da die Amplifikation in der erfindungsgemaBen Vorrichtung vorzugsweise mit Hilfe 
exponentieller Amplifikationstechniken wie PCR erfolgt, ist es zur Quantifizierung 
der in der Probe enthaltenen Targetmenge erforderlich, eine kontinuierliche 
10 Detektion der Signalzunahme auf dem Sonden- Array zu ermoglichen. 

Es wurde derselbe Assay wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefiihrt. 

Als zu amplifizierendes Targetmaterial wurde genomische DNA aus E. coli in zwei 
1 5 unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt. Nach einer bestimmten Anzahl von 
Zyklen wurden auf in Beispiel 3 beschriebene Art und Weise Bilder aufgenommen. 
Diese wurden einer Analyse mit der Software Iconoclust (Clondiag, Jena) 
unterzogen. 

20 Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 veranschaulicht. Deutlich zu erkennen ist der 
zeitliche Versatz der Amplifikation zwischen den zwei unterschiedlichen 
eingesetzten Verdiinnungen. Ebenso ist deutlich der Unterschied zwischen Match- 
und Mismatch-Signalen zu erkennen. 

25 Beispiel 5: 

Hybridisierung und anschliefiender Nachweis der Hybridisierung mittels 
enzymatischer Fallung eines organischen Molekuls auf einer Keramikoberflache 
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In der Literatur sind Mutationen in mindestens 6 Genen des humanen Genoms 
beschrieben, welche als Risikofaktoren fur die Entstehung von Thrombosen 
identifiziert wurden. 

5 Die Finna Ogham (Munster) hat einen diagnostischen Assay zum Nachweis von 
Thrombose-relevanten Mutationen in humaner DNA entwickelt. Anhand eines fur 
diesen Test eingesetzten Oligonukleotidsondenmodellsystems sollte der 
Prinzipnachweis fur eine Hybridisierung und den anschlieBenden Nachweis durch 
enzymatische PrMzipitation eines organischen Farbstoffes auf einer 
1 0 Keramikoberflache erbracht werden. 

a) Herstellung des Sondenarrays 

Samtliche in diesem Beispiel fur die Herstellung des Arrays und fiir die 
1 5 Hybridisierung verwendeten Oligonukleotide, wurden von der Firma Ogham 
Diagnostics (Munster, Deutschland) zur Verfugung gestellt. 

Auf einer epoxidierten Keramikoberflache (A-493, KYOCERA Fineceramics 
GmbH, Neuss) mit einer ObjekttragergroBe von 75 mm x 25 mm wurden mit einem 
20 MicroGrid II-Arrayer (Fa. BioRobotics) 25 Oligonukleotide (Sonden) an definierten 
Stellen, den sog. Arrayelementen, abgelegt und kovalent immobilisiert. Die Sonden 
teilen sich auf sich in Paare, wobei die erste jeweils den Wildtyp und die zweite die 
Mutation darstellt. Zusatzlich wurden Marken sowie Kontrollsonden auf das Array 
aufgebracht 

25 

Ein einzelnes komplettes (rechteckiges) Sondenarray auf der Objekttrager- 
Oberflache bestand aus insgesamt 10 x 10 = 100 abgelegten Sonden und 12 Marken. 
Jede der 25 Oligonukleotid-Sonden wurde dabei in vierfacher Wiederholung auf dem 
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Sondenarray abgelegt. Der Array- Aufbau ist in Abbildung 13 gezeigt. Die Sonden 
hatten einen Abstand von 0,18 mm, das gesamte Sondenairay bedeckte eine Flache 
von 2,16 mm x 1,8 mm. 

5 Das Ablegen der Sonden auf die Objekttrager erfolgte aus einer jeweils 10 fiM- 

Losung der Oligonukleotide in 0,1 M Phosphatpuffer/2,2%-Natriumsulfat. 

« 

Anschliefiend wurden die Sonden durch 30-mintitiges Backen bei 60 °C kovalent mit 
den Epoxid-Gruppen anf der Keramikoberflache verkmipft. Es folgte ein 
mehrteiliger Waschprozess in folgender Reihenfolge: 

10 

• 5 min in 600 ml H 2 0 bidest + 600 nl Triton xlOO 

© 2 x 2 min in 600 ml H 2 0 bidest + 60 ^1 HCL (konz.) 

• 30 min in 100 mM KCl-Losung 
o 1 min in H2O bidest spiilen 

15 • mit Druckluft trocknen 

b) Hybridisierung und Konjugation der Sondenarrays im ArrayTube® (Clondiag) 

Die von Ogham fiir die Hybridisierung in Form eines Gemisches von sechs 
20 verschiedenen Oligonukleotiden bereitgestellten Oligonukleotide wurden in einer 
Endkonzentration von lOOpM und in einem Endvolumen von 50 fil in 6x SSPE- 
Puffer (52,59 g NaCl, 8,28 g NaH 2 P0 4 x H 2 0, 2,22 g EDTA x 2H 2 0 in 1 1 H 2 0 
bidest, auf pH 7,4 mit NaOH eingestellt)/0,005 % Triton aufgenommen. 

25 Das Sondenarray wurde mit einem Hybri-slip (Z36.590-4, Sigma, Taufkirchen, 
Deutschland) abgedeckt, so dass uber dem Sondenarray ein Reaktionsraum mit 
einem Volumen von ca. 20 \il entstand. 
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Nach einer Denaturierung der Hybridisierungslosung (5 min 95 °C) wurde diese in 
den Reaktionsraum iiber dem Sondenarray gegeben und das Sondenarray 
anschliefiend unter leichtem Schiitteln ftir 60 min bei 50°C inkubiert. 

5 Danach wurde das Hybri-slip von der KeramikoberQache abgezogen. Es schlossen 
sich zwei Waschschritte von je 5 min bei Raumtemperatur in 2xSSC/0,01 % Triton 
und 2xSSC an. Danach wurden 200 \i\ einer vorbereiteten Blockierungslosung 
(Milchpulver, Fa. Ogham, Munster, in 6xSSPE/0,005% Triton) auf das Sondenarray 
gegeben, dieses mit einem Deckglas abdeckt und anschliefiend 1 0 min bei 

10 Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde das Deckglas entfernt und die 
Blockierungslosung mit 500 ^1 einer vorbereiteten Konjugationslosung 
(Streptavidin-poly HRP, N200, Pierce, Verdiinnung 1 :1 0.000 in 6xSSPE/0,005% 
Triton) abgespiilt. Nun wurden nochmals 200 ^1 der Konjugationslosung auf das 
Sondenarray gegeben, dieses wiederum mit einem Deckglas abgedeckt und fur 

15 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Deckglas 

abgenommen und das Array jeweils 5min bei RT in SSC/0,01 % Triton, 2x SSC und 
0,2x SSC unter leichtem Schiitteln gewaschen und anschliefiend im Luftstrom 
getrocknet. 

20 c) Enzymatische Fallung, Detektion und Auswertung 

Zum Nachweis der Hybridisierung wurden 100|il einer HRP-Substratl6sung 
(TrueBlue, 71-00-64, KPL, Gaithersburg, USA; HRP = horseradish geroxidase) auf 
das Sondenarray gegeben, dieses mit einem Deckglas abgedeckt und anschliefiend 
25 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde das Deckglas vorsichtig abgenommen, das 
Array mit Bidest gespult und im Luftstrom getrocknet. 
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Die Detektion erfolgte im Durchlicht mit einem Mikroskop (Axioskop 2, Zeiss, Jena, 
Deutschland). Ein Bild des gefarbten Arrays ist in Abbildung 14 dargestellt. 

Das aufgenommene Bild wurde mit der Bildauswertungs-Soflware IconoClust 
5 (Clondiag) ausgewertet. Die hintergrundbereinigten Ergebnisse sind in Abb. 15 
dargestellt. Die spezifische Hybridisierung aller sechs eingesetzten Oligonukleotide 
konnte erfolgreich nachgewiesen werden. 

10 Abbildungen 

Abbildung 1 : Schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen Prozessierungs- 
und Detektionsvorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren. 

15 

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen Prozessierungs- 
und Detektionsvorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren mit einem extemen ProzeBkontroller und je nach Individualisierung 
des Chips variabel wahlbaren Detektionssystemen. 

20 

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen Prozessierungs- 
und Detektionsvorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren ohne Fluid-Prozessierungseinheit 

25 Abbildung 4: Auflichtanordnung der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 

Abbildung 5: Dunkelfeldanordnung der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-145- 



Abbildung 6: Darstellung einer Bilderfolge zur Dokumentation des Aufwachsens von 
Silberpartikeln bei der Hybridisierung von Gold-markierten Targetmolekulen mit auf 
der Detektionsflache in Form einer Substanzbibliothek immobilisierten 
Sondenmolekulen. 

5 

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen Prozessierungs- 
und Detektionsvorrichtung zur Vervielfiltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren durch elektrische Detektion der Kinetik des Silberniederschlags an 
einem einzelnen mit Sondenmolekulen belegten planaren Array-Spot. 

10 

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen Prozessierungs- 
und Detektionsvorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
Nukleinsauren durch elektrische Detektion der Kinetik des Silberniederschlags an 
einem einzelnen mit Sondenmolekulen belegten mit Durchgangsbohrungen 
1 5 versehenen Array-Spot. 

Abbildung 9: Verlauf der exponentiellen Amplifikation eines Targets bei 
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen von nachzuweisenden Nukleinsauren in 
der Probe. 

20 

Dargestellt ist die Abhangigkeit der Konzentration der hybridisierten Target- 
Nukleinsauren von der Zyklenzahl der Amplifikationsreaktion fur unterschiedliche 
Ausgangskonzentrationen. 

* 

25 Abbildung 10: Entwicklung eines Hybridisierungssignals bei Verwendung eines 

8-Bit-Detektors in Abhangigkeit von der Anzahl an Amplifikationszyklen sowie von 
der Ausgangskonzentration der Target-Nukleinsauren in Losung in Folge der 
exponentiellen Amplifikation (siehe Beispiel 4). 
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Abbildung 1 1 : Darstellung des Zusammenhangs zwischen Kammerdicke und der 
Zahl der im Uberstand unmittelbar uber dem Spot befindlichen, mit einem 
Fluoreszenzmarker versehenen Molekiile. Die Linien stehen fur unterschiedliche 
5 Konzentrationen von in Losung befindlichen Targetmolekiilen (in pM), berechnet fiir 
ein Volumen von 10.000 ^m 2 (entsprechend der Flache eines Spots bzw. Array- 
Elements) multipliziert mit der Dicke der Kammer. 

Abbildung 12: Charakteristische Schmelzkurve fiir unterschiedliche Sonden und 
1 0 spezifischer Verlauf der Duplex-Dissoziation in Abhangigkeit von der Temperatur 
und der jeweiligen Sequenz (siehe Beispiel 3). 

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Anordnung der Sonden auf dem in 
Beispiel 5 eingesetzten Array. Ein K&stchen reprasentiert dabei vier redundante 
15 Sonden. 

Abbildung 14: Sondenarray auf einer Keramik-Oberflache nach Hybridisierung und 
Nachweis mittels enzymatischer Fallung eines organischen Molektils (siehe 
Beispiel 5). Das Layout des Arrays ist in Abb. 13 dargestellt. 

20 

Abbildung 15: Ergebnisse der Hybridisierung eines Oligonukleotidgemisches gegen 
ein Sondenarray auf einer Keramikoberflache mit anschliefiendem Nachweis durch 
enzymatische Fallung eines organischen Molekuls (siehe Beispiel 5). 

25 Abbildung 16: Darstellung einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 

Keramiksubstrates zur definierten Temperaturfuhrung in einer erfindungsgemaBen 
Vorrichtung, einem sog. Assay- Prozessor. 
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Das Keramiksubstrat und der Assay-Prozessor weisen folgende Spezifikation auf: 



10 



Abmessungen: 

Tragermaterial: 

Sensor-ZHeizerstrukturen: 

Passivierung: 

Anschluss 

Sensor 

Heizer 



12,0 mm x 12,4 mm x 0,635 

Keramiktrager 

Pt-Dtinnfilmstrukturen 



inn 



glaspassiviert 

Pt-Paste, siebgedruckt 

Pt 100, Kl. A; TK = 3850 ppm/K 

125 Ohm ±8 Ohm 



Ebenso sind Sensoren der Typen Pt 1000, Pt 10 000 usw. denkbar. 



Abbildung 17: Schematische Darstellung des Assay-Prozessors aus Abbildung 16. 

1 5 Abbildungen 1 8 bis 24: Schematische Darstellungen von bevorzugten 
Ausfuhnmgsformen der erfindungsgemafien Vorrichtungen. 

Im Folgenden ist die Bezugszeichenliste fur die Abbildungen 1 8 bis 24 angegeben: 



20 


1 


Kartusche 




101 


oberes Halterelement 




102 


unteres Halterelement 




103 


Aussparung zur Aufhahme einer Nase/Schiebers 




104 


Sichtfenster 


25 


105 


Mediumanschluss fur Kuhlfliissigkeiten 




106 


Schnapphaken 




108 


PafistiftlScher 




403 


Kontakte fur Heizelement 
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120 MedienanschluBseite 

109 Antireflexionsstruktur 

600 Datamatrix 

117 Kiihlkanalauslass 

5 118 Widerlager 

400 Bodenelement mit integriertem Heizer/Sensorsubstrat 

40 1 Trager des integrierten Heizer/Sensorsubstrates 

402 optisch durchlassige Aussparung 

403 Kontakte fiir Heizer/Sensorsubstrat 
1 0 404 Kontakte fiir Heizer/Sensorsubstrat 

300 dichtendes, elastisches, wiederholbar durchstechbares 

Zwischenelement 

301 umschlossene Aussparung in 300, definiert Reaktionsraum 

302 Dehnleisten 
15 304 Justierohren 

200 Deckelelement 

202 deckelndes Tragerelement 

20 1 Substanzbibliothek bzw. Substanzbibliothek tragender Chip 
500 Kerneinheit bzw. Kammer bzw. Reaktionskammer bzw. 

20 Probenkammer 

105 Kuhlkanal 

1 09 Schnapphaken 

110 Schnapphaken 

111 Aussparung fur Heiz/Sensorsubstratkontakte (403) 
25 112 Kiihlmitteleinlass 

116 Ktihlmittelauslass 

117 Kuhlinitteleinlass 
115 Presspassung 
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1000 


Stecker 




1100 


Schieber 




1103 


Fiihriino'^na^e 




1001 

X w x 


Pafistiftlocher 


5 


1002 

X \J\J *^ 


Refe^rti pnnpslocher 

UVIVbUKVU IKJlvvlivJ, 




1206 


K1 elctrokabel 




1207 


FJektroanschluss 




1202 


Befiillschlauche 




1210 


Schieberschubstange 


10 

X \J 


1211 

X X X 


Gewinde 




1212 


Dampfung 




1204 

A. Am* \J 1 


Kuhlmittelschlauch 




1205 


Kixhlmittelanschluss 




1300 

X ~s \J V 


Kuhlkanal 


15 

X sJ 


1201 


Einstechkaniilen 




2000 


Handbefullstation 




2106 


S chnellverscnliiBstecker 




2401 


Einwegspritze 




2404 


Kaniile 


20 


2403 


Entluftungskanttle 




2402 


Spitze einer Kaniile 




2403 


Spitze einer Kaniile 




2100 


Handbefiillstation-Grundkorper 




2200 


Handbefullstation-Deckel 


25 


2101 


Griffinulde 




2102 


Griflmulde 
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Ansprtiche 

1 . Vorrichtung zur Vervielfaltigung und zum Nachweis von 
5 NukleinsSuren mit: 

a) einer Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; 

b) einer Reaktionskammer, die einen Trager mit einer Detektionsflache enthalt, auf 
der eine Substanzbibliothek immobilisiert ist, wobei die Temperatur in der 
Reaktionskammer durch die Temperatursteuerungs- und -regeleinheit steuerbar 

1 0 und/oder regelbar ist; und 

c) einem optischen System, mit dem der zeitliche Verlauf von 
Niederschlagsbildungen auf der Detektionsflache detektierbar ist. 

2 . Vorrichtung nach Anspruch 1 , 

15 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung zusatzlich mindestens einen 

Fluidbehalter, der mit der Reaktionskammer verbunden ist, und ggf. eine Einheit zur 
Steuerung des Be- und Entladens der Reaktionskammer mit Fluiden umfasst 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 

20 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung eine mit dem optischen System 
verbundene Einheit zur Verarbeitung von durch das optische System 
aufgenommenen Signalen umfasst. 

4. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

25 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung zusatzlich eine Schnittstelle fur 
externe Rechner aufweist. 

* 

5. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
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dadurch gekennzeichnet, dass das optische System einen zweidimensional 
auslesbaren Detektor umfasst. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

5 dadurch gekennzeichnet, dass das optische System eine Kamera umfasst. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Kamera eine CCD-Kamera, eine CMOS-Kamera 
und/oder eine bewegbare Zeilenkamera ist. 

10 

8. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung eine Lichtquelle umfasst 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, 

1 5 dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle eine multispektrale Lichtquelle ist. 

1 0. Vorrichtung nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle eine kohSrente Lichtquelle ist. 

20 11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 1 0, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle ein Laser, eine Licht-emittierende 
Diode (LED) und/oder eine Hochdrucklampe ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 1 1, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass die Detektionsflache durch die Lichtquelle 
zeilenformig abtastbar ist. 



1 3 . Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
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dadurch gekennzeichnet, dass das optische System Linsen, Spiegel und/oder Filter 
umfasst. 

14. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, 

5 dadurch gekennzeichnet, dass das optische System derart ausgestaltet ist, dass die 
Detektionsflache homogen beleuchtbar ist. 

1 5 . Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das optische System derart angeordnet ist, dass der 

1 0 zeitliche Verlauf der Anderung von Transmissionseigenschaften der 
Detektionsflache detektierbar ist. 

1 6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennseichnet, dass das optische System derart angeordnet ist, dass der 

1 5 zeitliche Verlauf der Anderung von Reflexionseigenschaften der Detektionsflache 
detektierbar ist. 

1 7. Vorrichtung nach Anspruch 1 5 oder 1 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer sowie der Kammertrager 
20 zumindest im Bereich des Strahlengangs von der Lichtquelle zum Detektor optisch 
transparent ist. 

1 8. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 1 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, dass das optische System derart angeordnet ist, dass der 
25 zeitliche Verlauf der Anderung von Streuungseigenschaften der Detektionsflache 
detektierbar ist. 

1 9. Vorrichtung nach Anspruch 1 8, 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



- 153 - 



dadurch gekennzeichnet, dass der Kammertrager oder der Trager der 
Detektionsflache zumindest im Bereich der Detektionsflache optisch nicht 
transparent ist. 

5 20. Vorrichtung nach Anspruch 1 8 oder 1 9, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Kammertrager aus einem Material mit einer 
Warmeleitfahigkeit von 15 bis 500 Wml' 1 besteht 

2 1 . Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

1 0 dadurch gekennzeichnet, dass der Kammertrager im Wesentlichen aus keramischen 
Materialien besteht. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 2 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dass der Kammertrager im Wesentlichen aus 
1 5 Aluminiumoxid-Keramiken besteht. 

23. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass Lichtquelle und Detektor auf derselben Seite der 
Detektionsflache angeordnet sind. 

20 

24. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass Detektor und Lichtquelle auf entgegen gesetzten 
Seiten der Detektionsflache angeordnet sind. 

25 25. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer mit einer Datenmatrix 
versehen ist, die Informationen liber die Substanzbibliothek und/oder die 
Durchfiihrung der Vervielfaltigungs- und/oder Nachweisreaktion enthalt. 
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26. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer ein Kapillarspalt zwischen 
dem Kammertrager und dem Mikroarray ist. 

5 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Kapillarspalt eine Dicke im Bereich von 50 
bis 1 00 jam aufweist. 

10 28 . Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung anstelle des optischen 
Detektionssystems ein elektrisches Detektionssystem umfasst. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, 

1 5 dadurch gekennzeichnet, dass das elektrische System elektrische Kontakte umfasst, 
wobei jedes Array-Element mit mindestens einem elektrischen Kontakt verbunden 
ist. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, 

20 dadurch gekennzeichnet, dass die elektrischen Kontakte tiber Elektroden 
kontaktiert werden. 

3 1 . Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass das elektrische System eine Vorrichtung zur 

25 Messung von Leitfahigkeits-, Widerstands- und/oder Permeabilitatsanderungen 
aufweist. 



WO 2004/087951 



PCT/EP2004/003532 



-155- 



32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 28 bis 3 1 , * 
dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat Erhebungen, Grand- und/oder 
Durchgangsbohrungen aufweist. 

5 33 . Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, umfassend die 

folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 32; 

b) Wechselwirkung der nachzuweisenden Nukleinsauren (Targets) mit der auf der 
Detektionsflache immobilisierten Substanzbibliothek; und 

10 c) Detektieren der Wechselwirkung. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 

dadurch gekennzeichnet, dass die nachzuweisenden Nukleinsauren mit einem 
detektierbaren Marker versehen werden. 

15 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, 

dadurch gekennzeichnet, dass zur Detektion der Wechselwirkung eine Reaktion 
durchgefuhrt wird, die zu einem Niederschlag an den Array-Elementen fuhrt, an 
denen eine Wechselwirkung erfolgt ist. 

20 

36. Verfahren nach Anspruch 34 oder 35, 

dadurch gekennzeichnet, dass der detektierbare Marker ein Marker ist, der eine 
Reaktion, die zur Bildung einer loslichen Verbindung zu einem Niederschlag an 
Array-Elementen fuhrt, an denen die Wechselwirkung stattgefunden hat, katalysiert. 

25 

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, 
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dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt c) der zeitliche Verlauf einer 
Niederschlagsbildung auf dem Substrat in Form von Signalintensitaten detektiert 
wird. 

5 38. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 37, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktion, die zur Bildung eines Niederschlags 
auf der Detektionsflache fuhrt, die Umwandlung eines loslichen Substrats in einen 
metallischen Niederschlag ist. 

10 39. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 38, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fiihrende Reaktion die chemische Reduktion einer Silberverbindung, 
vorzugsweise Silbemitrat, Silberlactat, Silberacetat oder Silbertartrat, zu 
elementarem Silber ist. 

15 

40. Verfahren nach einem der Anspruche 34 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, dass als Marker Goldcluster bzw. kolloidale Goldpartikel 
eingesetzt werden. 

20 41. Verfahren nach Anspruch 40, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplung der Goldcluster bzw. kolloidalen 
Goldpartikel an die Targets direkt oder uber an die Targets gekoppelte 
Ankermolekiile erfolgt. 

25 42. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 37, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fiihrende Reaktion eine durch ein Enzym katalysierte Umsetzung eines 
loslichen Edukts in ein schwer losliches Produkt ist. 
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43. Verfahren nach Anspruch 42, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fuhrende Reaktion eine durch eine Peroxidase katalysierte Oxidation von 
5 3,3\5,5'-Tetramethylbenzidin ist 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 43, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der Gegenwart eines Niederschlags auf 
einem Array-Element durch Reflexion, Absorption oder Diffusion eines Lichtstrahls, 
10 vorzugsweise eines Laserstrahls oder einer Leuchtdiode, durch den Niederschlag 
erfolgt. 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 43, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der Gegenwart eines Niederschlags auf 
1 5 einem Array-Element durch Messung der Anderung von elektrischen Parametera an 
diesem Array-Element erfolgt. 

46. Verfahren nach Anspruch 45, 

dadurch gekennzeichnet, dass die elektrischen Parameter ausgewahlt werden aus 
20 der Gruppe bestehend aus Leitfahigkeit, Widerstand und Permeabilitat. 

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 46, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus keramischen 
Materialien besteht. 

25 

48 . Verfahren nach Anspruch 47, 

dadnrch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus Aluminiumoxid- 
Keramiken besteht. 
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49. Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 48, 

dadurch gekennzeichnet, dass vor der Wechselwirkung der Targets mit der 
Substanzbibliothek eine Amplication der nachzuweisenden Nukleinsauren erfolgt. 

5 

50. Verfahren nach Anspruch 49, 

dadurch gekennzeichnet, dass eine Amplification der nachzuweisenden 
Nukleinsauren sowie deren Nachweis durch Wechselwirkung der Targets mit der 
Substanzbibliothek in einem kontinuierlichen Prozess erfolgen. 

10 

5 1 . Verfahren nach Anspruch 49 oder 50, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikation der nachzuweisenden 
Nukleinsauren durch eine PCR erfolgt. 

15 52. Vorrichtung zur Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen 

Nachweis von Nukleinsauren, umfassend: 

a) einer Temperatursteuerungs- und/oder -regeleinheit; und 

b) einer Reaktionskammer, die zwischen einem Kammertrager und einem 
Mikroarray gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat mit darauf auf Array- 

20 Elementen immobilisierten Nukleinsauresonden umfasst und die Temperatur in der 
Reaktionskammer durch die Temperatursteuerungs- und -regeleinheit steuerbar 
und/oder regelbar ist; 

dadurch gekennzeichnet, dass mit der Vorrichtung eine Hybridisierung zwischen 
den nachzuweisenden Nukleinsauren und den auf dem Substrat immobilisierten 
25 Nukleinsauresonden detektierbar ist, ohne dass Molekiile aus der Reaktionskammer 
entferat werden, die nicht mit den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauren 
hybridisiert sind. 
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53. Vorrichtung nach Anspruch 52, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer ein Kapillarspalt zwischen 
dem Kammertrager und dem Mikroarray ist. 



dadurch gekennzeichnet, dass der Kapillarspalt eine Dicke im Bereich von 50 urn 
bis 100 \im aufweist. 

55. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 52 bis 54, 

10 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung ein Detektionssystem umfasst. 

56. Vorrichtung nach Anspruch 55, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Detektionssystem ein optisches, vorzugsweise 
fluoreszenzoptisches System ist. 



57. Vorrichtung nach Anspruch 56, 
dadurch gekennzeichnet, dass das fluoreszenzoptische System ein das gesamte 
Volumen der Reaktionskammer abbildendes System ist. 



dadurch gekennzeichnet, dass der Kammertrager oder das Substrat aus einem 
Material mit einer Warmeleitfahigkeit von 15 bis 500 Wm^K" 1 besteht. 

59. Voirichtung nach einem der Anspriiche 52 bis 58, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus keramischen 
Materialien besteht. 



5 



54. Vorrichtung nach Anspruch 53 , 



15 



20 



58. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 52 bis 57, 



60. 



Vorrichtung nach einem der Anspriiche 52 bis 59, 
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dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus Aluminiumoxid- 
Keramiken besteht. 

61. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 52 bis 60, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung zusatzlich mindestens einen 

Fluidbehalter, der mit der Reaktionskanuner verbunden ist, und ggf. eine Einheit zur 
Steuerung des Be- und Entladens der Reaktionskammer mit Fluiden umfasst 



62. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 55 bis 6 1 , 

10 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung eine mit dem Detektionssystem 
verbundene Einheit zur Verarbeitung von durch das Detektionssystem 
aufgenommenen Signalen umfasst. 

63. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 52 bis 62, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung zusatzlich eine Schnittstelle fur 
externe Rechner aufweist. 

64. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 52 bis 63, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer mit einer Datenmatrix 

20 versehen ist, die Informationen uber die Substanzbibliothek und/oder die 
Durchfiihrung der Vervielfaltigungs- und/oder Nachweisreaktion enthalt. 



65 . Verfahren zur Amplifikation und zum qualitativen und quantitativen 
Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe, umfassend die folgenden Schritte: 
25 a) Einbringen der Probe in eine Reaktionskammer, die zwischen einem 

Kammertrager und einem Mikroarray gebildet ist, wobei der Mikroarray ein Substrat 
mit darauf auf Array-Elementen immobilisierten Nukleinsauresonden umfasst; 
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b) Amplifizieren der nachzuweisenden Nukleinsauren in der Reaktionskammer 
mittels einer zyklischen Amplifikationsreaktion; 

c) Detektieren einer Hybridisierung zwischen den nachzuweisenden Nukleinsauren 
und den auf dem Substrat immobilisierten Nukleinsauresonden, ohne dass Molekule 

5 aus der Reaktionskammer entfernt werden, die nicht mit den auf dem Substrat 
immobilisierten Nukleinsauren hybridisiert sind. 

66. Yerfahren nach Anspruch 65, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktionskammer ein Kapillarspalt zwischen 
1 0 dem Kammertrager und dem Mikroarray ist. 



67. Verfahren nach Anspruch 66, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Kapillarspalt eine Dicke im Bereich von 50 \im 
bis 100 jam aufweist. 

15 

68. Verfahren nach einem der Anspruche 65 bis 67, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion wahrend der zyklischen 
Amplifikationsreaktion und/oder nach Abschluss der zyklischen 
Amplifikationsreaktion erfolgt. 

20 

69. Verfahren nach einem der Anspruche 65 bis 68, 

dadurch gekennzeichnet, dass die nachzuweisenden Nukleinsauren mit einem 
detektierbaren Marker versehen werden. 



25 70. Verfahren nach Anspruch 69, 

dadurch gekennzeichnet, dass der detektierbare Marker ein Fluoreszenzmarker ist. 



7 1 . Verfahren nach Anspruch 70, 
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dadurch gekennzeichnet, dass das Detektieren der Fluoreszenzmarker mittels eines 
das gesamte Volumen der Reaktionskammer abbildenden fluoreszenzoptischen 
Systems erfolgt. 

5 72. Verfahren nach einem der Anspriiche 65 bis 71 , 

dadurch gekennzeichnet, dass die Ausgangskonzentration einer nachzuweisenden 
Nukleinsauren in der Probe durch Korrelation mit der Anzahl an 
Amplifikationszyklen bestimmt wird, die erforderlich ist, damit die Hybridisierung 
zwischen der nachzuweisenden Nukleinsaure und einer auf dem Substrat 

1 0 immobilisierten Nukleinsauresonde detektierbar ist 

73. Verfahren nach einem der Anspriiche 65 bis 72, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Probe eine Nukleinsaure in bekannter 
Konzentration enthalt, die mit einer Nukleinsauresonde des Mikroarrays hybridisiert. 

15 

74. Verfahren nach Anspruch 69, 

dadurch gekennzeichnet, dass der detektierbare Marker ein Marker ist, der eine 
Reaktion, die zur Bildung einer loslichen Verbindung zu einem Niederschlag an 
Array-Elementen fuhrt, an denen die Wechselwirkung stattgefunden hat, katalysiert. 

20 

75 . Verfahren nach Anspruch 74, 

dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt c) der zeitliche Verlauf einer 
Niederschlagsbildung auf dem Substrat in Form von Signalintensitaten detektiert 
wird. 

25 

76. Verfahren nach Anspruch 74 oder 75, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
Elementen fuhrende Reaktion die chemische Reduktion einer Silberverbindung, 
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vorzugsweise Silbernitrat, Silberlactat, Silberacetat oder Silbertartrat, zu 
elementarem Silber ist 

77. Verfahren nach einem der Anspriiche 74 bis 76, 

5 dadurch gekennzeichnet, dass als Marker Goldcluster bzw. kolloidale Goldpartikel 
eingesetzt werden. 

78. Verfahren nach Anspruch 74 oder 75, 

dadurch gekennzeichnet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
1 0 Elementen fuhrende Reaktion eine durch ein Enzym katalysierte Umsetzung eines 
loslichen Edukts in ein schwer losliches Produkt ist. 

79. Verfahren nach Anspruch 78, 

dadurch gekennseiclmet, dass die zur Bildung eines Niederschlags an den Array- 
1 5 Elementen fuhrende Reaktion eine durch eine Peroxidase katalysierte Oxidation von 
S^'^S'-Tetramethylbenzidin ist. 

80. Verfahren nach einem der Anspriiche 74 bis 79, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der Gegenwart eines Niederschlags auf 
20 einem Array-Element durch Reflexion, Absorption oder Diffusion eines Lichtstrahls, 
vorzugsweise eines Laserstrahls oder einer Leuchtdiode, durch den Niederschlag 
erfolgt. 

8 1 . Verfahren nach Anspruch 74 oder 75, 

25 dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion der Gegenwart eines Niederschlags auf 
einem Array-Element durch Messung der Anderung von elektrischen Parametern an 
diesem Array-Element erfolgt. 
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82. Verfahren nach Anspruch 8 1 , 
dadurch gekennzeichnet, dass die elektrischen Parameter ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus Leitfahigkeit, Widerstand und Permeabilitat. 

5 83 . Verfahren nach einem der Anspriiche 65 bis 82, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Amplification der nachzuweisenden 
Nukleinsauren durch eine PCR erfolgt. 

84. Verfahren nach einem der Anspriiche 65 bis 83, 

10 dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus keramischen 
Materialien besteht. 

85. Verfahren nach einem der Anspriiche 65 bis 84, 

dadurch gekeimsekhnet, dass das Substrat im Wesentlichen aus Aluminiumoxid- 
1 5 Keramiken besteht. 

86. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 32 
bzw. nach einem der Anspriiche 52 bis 64 zur Durchfuhrung einer PCR und/oder zur 
Durchfuhrung von Mikroarray-basierten Tests. 



87. Mikroarray, umfassend ein Substrat mit darauf auf vorbestimmten 
Bereichen immobilisierten molekularen Sonden, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen keramische 
Materialien umfasst. 

88. Mikroarray nach Anspruch 87, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen Aluminiumoxid- 

Keramiken umfasst 
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89. Mikroarray nach Anspruch 88, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat mindestens 99,5 % Aluinini\imoxid- 
Keramiken umfasst 

5 

90. Mikroarray nach einem der Anspriiche 87 bis 89, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat eine Oberflachenrauigkeit von 0,04 nm 
bis 0,12 |im, vorzugsweise von 0,06 jam bis 0,1 \im und besonders bevorzugt von 
etwa 0,08 \im aufweist. 

10 

91 . Mikroarray nach einem der Anspriiche 87 bis 90, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat optisch transparent ist 



92. Mikroarray nach einem der Anspriiche 87 bis 91 , 
1 5 dadurch gekennzeichnet, dass die molekularen Sonden tiber einen Polymer-Linker 
auf der Substratoberflache immobilisiert sind. 



93 . Mikroarray nach Anspruch 92, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Polymer-Linker eine modifizierte Silanschicht 
20 ist. 



94. Mikroarray nach einem der Anspriiche 87 bis 93, 

dadurch gekennzeichnet, dass die molekularen Sonden ausgewahlt sind aus 
Antikorpern, Protein-Rezeptoren, Peptiden und Nukleinsauren. 

25 

95. Verfahren zur Herstellung eines Mikroarrays nach einem der 
Anspriiche 87 bis 94, umfassend das hnmobilisieren von molekularen Sonden auf 
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vorbestimmten Bereichen der Substratoberflache eines Substrats, das im 
Wesentlichen keramische Materialien umfasst 

96. Verfahren nach Anspruch 95, 

5 dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen Aluminiumoxid- 
Keramiken umfasst. 

.■ 

97. Verfahren nach Anspruch 95 oder 96, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Substratoberflache mit einem Polymer-Linker 
1 0 beschichtet wird und die molekularen Sonden uber den Polymer-Linker auf der 
Substratoberflache immobilisiert werden. 

98. Verfahren nach Anspruch 97, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Polymer-Linker eine modifizierte Silanschicht 

15 ist. 

99. Verwendung eines Mikroarrays nach einem der Anspriiche 87 bis 94 
zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis von Target-Molekiilen in einer 
Probe durch molekulare Wechselwirkungen zwischen den Target-Molekulen und den 

20 molekularen Sonden auf dem Mikroarray. 

1 00. Verwendung nach Anspruch 99 zur Untersuchung des genotypischen 
Zustands von Zellen. 

25 101. Verwendung nach Anspruch 99 zur Untersuchung des 

physiologischen Zustands von Zellen, 
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102. Verwendung eines Mikroarrays nach einem der Anspriiche 87 bis 94 
in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 33 bis 51 bzw. 65 bis 85. 

1 03. Verwendung eines Substrats zur Herstellung eines Mikroarrays mit 
5 auf vorbestimmten Bereichen des Substrats immobilisierten molekularen Sonden, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen keramische 
Materialien umfasst. 

1 04. Verwendung nach Anspruch 1 03, 

10 dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat im Wesentlichen Aluminiumoxid- 
Keramiken umfasst. 

105. Verwendung nach Anspruch 103 oder 1 04, 

dadurch gekennsekhnet, dass das Substrat mindestens 99,5 % Aluminiumoxid- 
1 5 Keramiken umfasst. 

106. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 03 bis 1 05, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat eine Oberflachenrauigkeit von 0,04 nm 
bis 0,12 nm, vorzugsweise von 0,06 \im bis 0,1 |nm vmd besonders bevorzugt von 
20 etwa 0,08 |am aufweist. 

107. Verwendung nach einem der Anspriiche 103 bis 106, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat optisch transparent ist. 

25 108. Verwendung nach einem der Anspriiche 103 bis 107 zur Herstellung 

einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 32 bzw. 52 bis 64. 
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NOTES: 

1. SUBSTHATE THICKNESS: HB35 ?fc0 *D7 

2. THIN FILM METALLIZATION 

AREACD 

TI : 0.1 um NOW, 
PI ! I.OumNDM. 
Au : O.SumNOM. 
AREAES3 and AREA^ 
TT ; 0.1 umNDM. 
Pt : I.OumNDM. 

BACK SIDE : NQ METALLIZATION 



5.RE5I5T0R VALUE 

AREACSJ : SENSOR 
Ffe » 100 ohmilflK (with TRIMMING) : T.BJT 

AREA £jg£3 : HEArER 
Rh1+Rh2 = 125 ohmi10% (with TRWM1NG) : T.9.C 

TRIMMING PROBE IN NO SUBJECT 




t 
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